Synthese funktionalisierter Polymersome mit einstellbarer pH-Responsivität und Charakterisierung ihrer Membraneigenschaften by Gumz, Hannes
Synthese funktionalisierter Polymersome mit einstellbarer
pH-Responsivität und Charakterisierung ihrer
Membraneigenschaften
DISSERTATION
zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)
vorgelegt
dem Bereich Mathematik und Naturwissenschaften
der Technischen Universität Dresden
von
Hannes Gumz, M.Sc.
geboren am 30.12.1988 in Magdeburg
eingereicht am 15.12. 2017
Gutachter:
Prof. Dr. Brigitte Voit
Prof. Dr. Leonid Ionov
verteidigt am 6.3. 2018
Die Dissertation wurde in der Zeit von März 2014 bis November 2017 im Leibniz-
Institut für Polymerforschung Dresden e.V. angefertigt.

Inhaltsverzeichnis
Abkürzungsverzeichnis 4
Theoretische Grundlagen 5
1 Polymersome 6
1.1 Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.2 Allgemeines . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1.2.1 Herkunft, Aufbau und Strukturparameter . . . . . . . . . . . . . 7
1.2.2 Methoden der Assemblierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.3 Anwendungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.3.1 Wirkstoffträgersysteme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.3.2 Nanoreaktoren und künstliche Zellorganellen . . . . . . . . . . 16
1.3.3 Weitere Anwendungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
1.4 Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2 Blockcopolymere als Grundbausteine von Vesikelmembranen 27
2.1 Blockcopolymer-Architektur und Vesikelmorphologie . . . . . . . . . . 27
2.1.1 Blockcopolymer-Mischungen und Sternpolymere . . . . . . . . 28
2.1.2 Triblockcopolymere . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.2 Einfluss der Blockcopolymere auf die Permeabilität der Vesikel . . . . 35
2.2.1 Intrinsische Permeabilität von Vesikelmembranen . . . . . . . . 36
2.2.2 Permeabilität von gemischten Assemblierungen . . . . . . . . . 40
2.2.3 Einbau von Tunnelproteinen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.2.4 Sonstige Methoden der Permeabilitätsveränderung . . . . . . . 45
2.3 Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3 Schaltbare Permeabilität durch responsive Polymere 48
3.1 Stimuli mit lokal begrenzter Wirkung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.1.1 Nanopartikel und responsive Tunnelproteine . . . . . . . . . . . 49
3.1.2 Phasenseparation mit responsiven Subkomponenten . . . . . . 51
3.1.3 Stabile CO2-responsive Vesikel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.2 Kombination von Responsivität und Quervernetzung . . . . . . . . . . 55
3.2.1 Nicht-kovalente Quervernetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.2.2 Polymerisations- und Additionsreaktionen . . . . . . . . . . . . 58
3.2.3 Disulfid-Brücken . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
3.2.4 Photochemische Quervernetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
3.3 Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
Zielstellung 73
Ergebnisse und Diskussion 75
4 Einstellbarkeit des pH-responsiven Schaltverhaltens 76
4.1 Ausgangspunkt und Motivation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
1
Inhaltsverzeichnis
4.2 Polymersynthese und -charakterisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
4.3 pH-Titrationen der Polymersome . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
4.4 Einfluß der Salzkonzentration auf pH* und Zeta-Potential-Titrationen 89
4.5 Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
5 Charakterisierung mittels der Fluoreszenz-Sonde ANS 94
5.1 Eigenschaften von ANS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
5.2 Titration von ANS mit Polymersomen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
5.3 Titration von Polymersomen mit ANS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101
5.4 Einfluss der Vesikelkonzentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
5.5 Einfluss von Salzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114
5.6 Einfluss der Polymerzusammensetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120
5.7 Verknüpfung von Fluoreszenz-Titrationen und DLS . . . . . . . . . . . 127
5.7.1 Blindproben und Limitierungen der Methode . . . . . . . . . . 127
5.7.2 DLS-Titration mit ANS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129
5.7.3 Kombination von Polymersomgröße und ANS-Fluoreszenz . . 132
5.8 Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 137
6 Verkapselung und Freisetzung von Myoglobin 139
6.1 Glycopolymere als Modellsubstanzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 140
6.2 Einschluss von Myoglobin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145
6.3 Freisetzung von Myoglobin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 148
6.4 Analyse der Enzymverkapselung durch AF4 . . . . . . . . . . . . . . . . 154
6.4.1 Quantifizierung der Verkapselungseffizienz durch AF4 . . . . . 155
6.4.2 Einfluss der Enzymverkapselung auf die Membraneigenschaften160
6.5 Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 170
7 Zusammenfassung und Ausblick 172
Experimenteller Teil 178
8 Material und Methoden 179
8.1 Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 179
8.2 Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 180
9 Synthesen, Assemblierungen und Verkapselungen 183
9.1 Synthese von Monomeren und niedermolekularen Verbindungen . . . 183
9.2 Polymersynthese und -funktionalisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . 185
9.3 Standard-Assemblierung und UV-Vernetzung . . . . . . . . . . . . . . . 187
9.4 Verkapselung von PEI . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 187
9.5 Verkapselung von Myoglobin und Esterase . . . . . . . . . . . . . . . . . 188
9.6 HFF-Aufreinigungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 189
10 Sonstiges 191
10.1 Titrationen mit ANS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 191
10.2 Freisetzungsversuche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 192
10.3 Bestimmung der Myoglobin-Aktivität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 192
2
Inhaltsverzeichnis
Anhang 193
A.1 Charakterisierung mittels der Fluoreszenz-Sonde ANS . . . . . . . . . 193
A.2 Verkapselung und Freisetzung von Myoglobin . . . . . . . . . . . . . . . 203
Literaturverzeichnis 211
Danksagung 220
3
Abkürzungsverzeichnis
ABTS 2,2’-Azino-bis-(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure)
AF4 Asymmetrische Fluss-
Feldflussfraktionierung
AFM Rasterkraftmikroskopie (atomic
force microscopy)
ANS 8-Anilinonaphthalin-1-sulfonsäure
ATP Adenosintriphosphat
ATRP Atom Transfer Radical
Polymerization
a.u. willkürliche Einheit (arbitrary unit)
BCP Blockcopolymer
BiBB 2-Bromoisobutyrylbromid
bipy 2,2’-Bipyridin
nBMA n-Butylmethacrylat
DCM Dichlormethan
DEAEMA Diethylaminoethylmethacrylat
DIPEA N-Ethyldiisopropylamin
DLS dynamische Lichtstreuung
DMAEMA Dimethylaminoethylmethacrylat
DMF Dimethylformamid
DMIBMA Dimethylmaleinimidobutylmeth-
acrylat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DPAEMA Diisopropylaminoethylmethacrylat
DTNB 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoesäure)
EPR Enhanced permeation and
retention-Effekt
EtOH Ethanol
GFP Green fluorescent protein (Grün-
fluoreszierendes Protein)
GOx Glucoseoxidase
GPC Gelpermeationschromatographie
HBMA 2-Hydroxy-4-
methacryloyloxybenzophenon
HFF Hohlfaser-Filtration (hollow fiber
filtration)
HPMA 2-Hydroxypropylmethacrylat
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase)
LCST »Lower Critical Solution
Temperature«
MALS Multiangle Light Scattering
MEK Methylethylketon (2-Butanon)
MOF Metall-organische
Gerüstverbindung (Metal Organic
Framework)
MP-11 Microperoxidase-11
MWCO Molecular Weight Cut Off
NIPAM N-Isopropylacrylamid
NMR Kernspinresonanz-Spektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance)
OEGA Oligoethylenglycol-acrylat
OmpF »outer membrane protein F«
PAA Poly(acrylsäure)
PB Poly(butadien)
PBO Poly(butylenoxid)
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung
(phosphat buffered saline)
PCL Polycaprolacton
PDMS Poly(dimethylsiloxan)
PE Poly(ethylen)
PEG Poly(ethylenglycol)
PEI Poly(ethylenimin)
PEOXA Poly(2-ethyloxazolin)
PIAT Poly(l-isocyanoalanin(2-thiophen-
3-yl-ethyl)amid)
PISA Polymerisation-induced Self-
Assembly
PLA Poly(lactid), auch Poly(milchsäure)
PMMA Poly(methylmethacrylat)
PMOXA Poly(2-methyloxazolin)
PMPC Poly(2-(methacryloyloxy)ethylphos-
phorylcholin)
PPI Poly(propylenimine)
PS Poly(styrol)
P2VP Poly(2-vinylpyridin)
RAFT Reversible Addition-Fragmentation
Chain-Transfer Polymerisation
ROS reaktive Sauerstoff-Spezies (reactive
oxygen species)
TEM Transmissionselektronen-
mikroskopie
THF Tetrahydrofuran
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
ZP Zeta-Potential
4
Theoretische Grundlagen
I say now, as I said then, that a man should keep his little brain-attic
stocked with all the furniture that he is likely to use, and the rest he can put
away in the lumber-room of his library [...]. Now, for such a case as the one
which has been submitted to us to-night, we need certainly to muster all our
resources.
Sherlock Holmes[1]
1 Polymersome
1.1 Einleitung
Seit Menschengedenken ist die Natur eine wichtige Inspirationsquelle für Kunst und
Wissenschaft gewesen. Eines der vielen Beispiele aus der Architektur stellt die Ka-
thedrale »La Sagrada Familia« in Barcelona dar, die in vielen Details Pflanzen und
Tieren nachgeahmt ist (siehe Abb. 1.1). Abseits davon ist Biomimetik, das Erforschen
von Konstruktionsprinzipien der Natur und das Übertragen in technische Anwen-
dungen, zu einem tiefgreifenden Technik- und Forschungsprinzip herangereift. Dies
überrascht nicht angesichts der Tatsache, dass die Natur zehntausende Jahre Zeit
hatte, mittels Evolution Designentwürfe zu kreieren und immer weiter zu perfektio-
nieren.
Der Natur ist es gelungen, mit nur wenigen
Abb. 1.1: Fuß einer Säule der Ka-
thedrale »Sagrada Fa-
milia« in Barcelona.
Komponenten wie Proteinen, DNA und Zucker-
polymeren sowie einigen anorganischen Sub-
stanzen wie beispielsweise Kalk und Silica eine
Vielzahl unterschiedlicher Materialien zu reali-
sieren. Der Schlüssel zu unzähligen, komplex-
en und teilweise gegensätzlichen Eigenschaften
und Funktionalitäten liegt dabei oft in der Struk-
turierung dieser Materialien begründet. Durch
den modularen Aufbau lassen sich dabei ver-
schiedene Probleme mit ähnlichen Grundkom-
ponenten lösen. Oftmals entsteht diese Struktu-
rierung über mehrere hierarchische Ebenen und
Größenordnungen hinweg in einem Ansatz, der
heute als »bottom-up« bezeichnet werden würde. Prominentestes Beispiel dafür sind
Proteine, bei welchen aus den Informationen der Aminosäuresequenz komplexeste
Morphologien und Funktionalitäten generiert werden können.
Dem Aufbau der Zellmembran folgend, welche aus Phospholipiden besteht, kann
man das zugrundeliegende Prinzip auch in die Welt der synthetischen Makromolekü-
le übertragen. Auch bei amphiphilen Blockcopolymeren kann die Struktur von zwei
verbundenen Blöcken, einer wasserlöslich und einer hydrophob, von dermolekularen
Ebene aus soweit verstärkt werden, dass sich ohne weiteres Zutun komplexe Vesikel
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bilden. Die Verwendung von synthetischen Bausteinen führt darüber hinaus zu ei-
ner ungeahnten Fülle an möglichen zusätzlichen Funktionalitäten, die hierarchisch
vom Polymer auf das komplette Vesikel übertragen werden können. Solche biomime-
tischen Vesikel, deren Basis aus Blockcopolymeren besteht, werden »Polymersome«
genannt und für Anwendungen als künstliche Zellorganellen, Nanoreaktoren und als
Drug-Delivery-Carrier diskutiert.
1.2 Allgemeines
1.2.1 Herkunft, Aufbau und Strukturparameter
Die Bezeichnung »Polymersom« ist von »Liposom« abgeleitet. Liposome sind Bestand-
teile von biologischen Zellen, kommen aber auch außerhalb dieser zum Beispiel im
Blut vor. Liposome biologischer Herkunft werden aus der Zellmembran abgespalten
und sind daher auch aus deren Komponenten, das heißt im Wesentlichen aus Phos-
pholipiden aufgebaut.[2,3] Diese Phospholipide sind amphiphile Moleküle mit einer
polaren Kopfgruppe (meist Phosphatidylcholin) und zwei unpolaren Kohlenwasser-
stoffketten. In den entstehenden Membranen orientieren sich dabei die Phosphat-
Gruppen nach außen zum Wasser, während sich die unpolaren Lipid-Ketten zusam-
menlagern und die eigentliche Membran bilden. Mit dem Ziel die Eigenschaften der
Zellmembran besser zu verstehen, wurden Phospholipide auch künstlich zu Lipo-
somen assembliert und für verschiedenste Anwendungen ausgenutzt.[3–5] Allerdings
besitzen diese Vesikel signifikante Nachteile vor allem in Bezug auf ihre mechani-
sche Stabilität und die komplexe und umständliche chemische Modifizierung ihrer
Oberfläche.[6,7]
Das grundlegende Konstruktionsprinzip von Phospholipiden lässt sich auch auf Po-
lymere übertragen (siehe Abb. 1.2), wobei dies zu amphiphilen Blockcopolymeren
(BCPs) führt. Dabei wird ein polarer, wasserlöslicher Block A mit einem unpolaren
Block B verknüpft. Neben diesen AB-Diblockcopolymeren sind auch viele weitere Po-
lymerarchitekturen gebräuchlich (siehe Abs. 2.1).
Im Gegensatz zu den Phospholipiden, deren hydrophil-hydrophob-Verhältnis
durch die Länge der Kohlenstoffkette exakt definiert ist, kann bei BCPs die Länge
der einzelnen Blöcke bei der Synthese beeinflusst werden. Das Blockverhältnis spielt
dabei eine wesentliche Rolle bei der Assemblierung von Polymeren zu Vesikeln. So
können neben Polymersomen auch Strukturen wie sphärische und zylindrische Mi-
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Abb. 1.2: Strukturtransfer von Phospholipiden als Grundbausteine der Zellmembran
zu Polymersomen bestehend aus amphiphilen Blockcopolymeren.*
zellen sowie planare Membranen gebildet werden (siehe auch Abb. 1.3).
Vorhersagen stützen sich dabei auf den Massen- beziehungsweise Volumenanteil
des hydrophilen Segments[8,9] oder aber den sogenannten molekularen Packungspa-
rameter (»molecular packing parameter«).[10,11] Dieser Packungsparameter beruht
dabei ausschließlich auf geometrische Annahmen, was in Anbetracht der vielen Ein-
ﬂüsse auf die Beweglichkeit der Polymerketten jedoch mit Nachteilen verbunden ist.
Dafür jedoch können auch komplexe Molekülarchitkturen erfasst werden.
Der Massenanteil des hydrophilen Segments ist zumeist in der Praxis einfach zu
bestimmen, wenn die chemische Struktur des Polymeres bekannt ist. Allerdings wird
dabei die räumliche Ausdehnung, das heißt die Geometrie der Polymere nicht berück-
sichtigt. Dieses Problem wird mit der Betrachtung des Volumenanteil gelöst. Hierbei
stellt jedoch die präzise Ermittlung der Dichte der einzelnen Polymere oft ein erheb-
lichen praktischen Aufwand dar.
Im Allgemeinen gilt, dass bei einem hohem hydrophilen Anteil sphärischeMizellen
gebildet werden. Bei einer Verringerung des hydrophilen Segments liegen zylindri-
sche Mizellen als dominierende Spezies vor. Eine weitere Reduzierung des hydrophi-
len Anteils führt dann zu Vesikeln und danach schließlich zu planaren Membranen
(siehe Abb. 1.3). In Anbetracht der Dispersität der verwendeten Grundbausteine lie-
gen unter Umständen auch mehrere Morphologien gleichzeitig nebeneinander vor.[8]
Allerdings hat neben dem Aufbau und der Geometrie der Polymere auch die Präpa-
rationsmethode einen wichtigen Einﬂuss auf die Morphologie, die Größe und die
Dispersität der Vesikel.
*Graﬁk basiert auf https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cell_membrane_detailed_
diagram_4.svg und unterliegt CreativeCommons Lizenz CC BY-SA 3.0.
8
1.2 Allgemeines
Abb. 1.3: Verschiedene mögliche Morphologien (Mizelle, stäbchenförmige Mizelle,
Vesikel und planare Membran) von selbst-assemblierten Strukturen aus
amphiphilen Grundbausteinen. Die Vorhersage beruht entweder auf dem
hydrophilen Massen- bzw. Volumenanteil f [8,9] oder dem Packungspara-
meter p.[10,11] (Volumen des hydrophoben Blocks v, Fläche der hydrophi-
len Kopfgruppe a0, Länge des Moleküls lc)
1.2.2 Methoden der Assemblierung
Polymersome können auf viele verschiedene Arten präpariert werden. Dabei ist die
Assemblierungstechnik auch maßgeblich mit dem Mechanismus der Polymersom-
bildung einschließlich seiner etwaigen Zwischenstufen und seiner Konsequenzen
verbunden. Die Präparationsmethode beeinﬂusst somit die Morphologie, die Grö-
ße und die Dispersität der Vesikel. Folgende Techniken werden in der Literatur
angewendet:[11,12]
»Thin-Film-Rehydration« So wie auch bei künstlichen Liposomen[3] kann die so-
genannte »Thin-Film-Rehydration«-Technik angewendet werden. Dabei werden die
Polymere in einem guten Lösungsmittel gelöst, welches anschließend am Rotations-
verdampfer entfernt wird. Als Resultat verbleibt eine dünne Polymerschicht an der
Wand des Kolbens. Dieser Film wird nun vorsichtig mit Wasser von der Kolbenwand
abgelöst, wobei sich aus kleinen Bruchteilen des Films Vesikel bilden.
»Electro-Formation« Die Bildung von Vesikeln nach der Methode der »electro-
formation« arbeitet nach einem ähnlichen Prinzip wie die »Thin-Film-Rehydrati-
on«. Hierbei wird jedoch der Film auf einer Elektrodenoberﬂäche abgeschieden. Da-
durch ist es möglich ein veränderliches elektrisches Feld anzulegen, was zunächst
zur Bildung von Halbkugel-förmigen Vesikeln auf der Elektrodenoberﬂäche führt,
welche sich schlussendlich von dieser ablösen und sich zu Hohlkugeln schließen. Bei
dieser Technik entstehen typischerweise Vesikel im Größenmaßstab von mehreren
9
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Mikrometern.[12]
»Nano-Precipitation« Eine der meistverwendeten Methoden zur Assemblierung
ist die Lösungsmittel-Inversion (»Solvent-Inversion«), die auch als »Nano-Injection«
oder »Nano-Precipitation« bezeichnet wird. Hierbei wird ebenfalls das Polymer in
einem guten Lösungsmittel gelöst, wonach diese Lösung zu einem schlechten Lö-
sungsmittel hinzu getropft wird[13] oder andersherum.[11] Anschließendmuss das ur-
sprüngliche Lösungsmittel wieder entfernt werden, was typischerweise durch Unter-
druck oder Dialyse geschieht. Ein Spezialfall der »Nano-Precipitation«-Technik stellt
die Verwendung von Micro-Mixern dar.[11,14]
Stimulus-induziert Bei dieser Methodemuss ein Stimuli-responsives Polymer ver-
wendet werden, welches durch den Stimulus von löslich zu unlöslich wechseln kann.
Neben der seltenen Verwendung der Temperatur als Stimulus[15] handelt es sich da-
bei fast ausschließlich um den pH-Wert, weswegen die Methode in diesem Fall auch
als »pH switch« bezeichnet wird.[16] Hierbei wird das Polymer unter guten Bedin-
gungen (z.B. saurer pH) gelöst und anschließend der Stimulus gewechselt, also der
pH ins Basische verschoben. Dadurch ändert sich die Löslichkeit des Polymers, wo-
durch die Vesikelbildung einsetzt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass keine
organischen Lösungsmittel verwendet werden, die gegebenenfalls hinterher wieder
aufwendig abgetrennt werden müssen.[17]
Mikrofluidik Des Weiteren existieren noch andere Möglichkeiten zur Polymer-
sombildung, die sich auf Methoden der Mikrofluidik stützen und Doppelemulsio-
nen als Template benutzen,[18,19] obwohl auch Templat-freie Methoden angewendet
werden können, welche die »nano precipitation« in ein kontinuierliches Verfahren
übertragen.[20]
»Polymerisation-induced Self-Assembly« Bei der Methode des sogenannten Po-
lymerisation-induced Self-Assembly (PISA) setzt die Vesikelbildung schon während
der Polymerisierung ein. Dabei wird der hydrophobe Block in einem Lösungsmit-
tel oder Lösungsmittelgemisch hergestellt, in dem das verwendete Monomer hinrei-
chend löslich ist, das resultierende Polymer jedoch nicht oder nur in geringem Um-
fang. Interessant hierbei ist, dass in Abhängigkeit des Polymerisationsgrades unter-
schiedliche Morphologien erzeugt werden, das heißt bei niedrigen Umsätzen werden
zunächst Mizellen gebildet, die sich dann mit steigendem Umsatz unter Umständen
zu wurmartigen Mizellen und gegebenenfalls zu Vesikeln verändern.[21–24] Bis jetzt
wurden Polymersome, die auf diese Art und Weise erzeugt wurden, jedoch selten
systematisch aufgereinigt und für spezielle Anwendungen getestet.
Nachbehandlung Insbesondere bei »Thin-Film-Rehydration« und »Electro-For-
mation« setzen sich an die Formierung der Vesikel noch weitere Verarbeitungspro-
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zesse wie Extrusion durch enge Poren, Ultraschallbehandlung oder »Freeze-Pump-
Thaw«-Zyklen an, wodurch die Größenverteilung der Polymersome vereinheitlicht
und verkleinert werden soll.[12,25]
1.3 Anwendungen
Die Verwendung von Polymersomen ist äußerst vielfältig. Aufgrund der strukturel-
len Ähnlichkeiten zu Liposomen werden auch polymere Vesikel oftmals in biome-
dizinischen und biotechnologischen Anwendungsgebieten eingesetzt. Hauptsächlich
werden sie dabei entweder als Wirkstoffträgersysteme verwendet[26] oder dienen der
Konstruktion von künstlichen Zellorganellen oder Nanoreaktoren.[27–29]
1.3.1 Polymersome als Wirkstoffträgersysteme
Trägersysteme zum Transport und zur Freisetzung vonWirkstoffen (»drug delivery«)
sollen verschiedene Nachteile von klassischen Formulierungen von Medikamenten
vermeiden. Zunächst soll das Trägersystem möglichst viel Wirkstoff aufnehmen und
nicht vorzeitig freisetzen, während es besonders lange in der Blutbahn zirkuliert, um
den Ort der Krankheit zu erreichen. In diesem Organ, Gewebepart oder Zellorganelle
muss nun die örtlich und zeitlich kontrollierte Freisetzung erfolgen. In einigen Fällen
soll das Trägersystem zusätzlich helfen, verschiedene Barrieren im Körper, beispiels-
weise die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden.
Polymersome haben den Vorteil, dass sie sowohl hydrophile Wirkstoffe in ihrem In-
nenraum als auch hydrophobe Wirkstoffe in ihrer Membran aufnehmen können.[12]
Weiterhin liegen polymere Vesikel auch in Größenbereichen vor, die einer langen Zir-
kulationszeit zuträglich sind. Sehr kleine Partikel werden von der Niere sehr schnell
ausgeschieden, wohingegen zu große Partikel zum Beispiel in den Lungenkapillaren
hängen bleiben können. Als idealer Größenbereich werden oft 20 bis 100 nm ange-
nommen, was durch Polymersome realisiert werden kann.[11,30]
Viel Aufmerksamkeit wird in der Literatur der selektiven und gesteuerten Freiset-
zung (»targeting«) gewidmet. Man untergliedert die Ansätze dabei einerseits in die
Verwendung von kleinen funktionellen Gruppen, die zum Beispiel Rezeptoren auf
der Zelloberfläche ansprechen können. Andererseits werden die Polymersome so ge-
staltet, dass sie auf besondere Bedingungen, vor allem pH, Redoxpotential und hohe
spezifische Stoffkonzentrationen, am Freisetzungsort reagieren. Oft spricht man in
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diesem Zusammenhang von »smarten«, also intelligenten Polymersomen.
Darüber hinaus wird für die Bekämpfung von soliden Tumoren auch passives »tar-
geting« diskutiert, was auf den Enhanced permeation and retention-Effekt (EPR)
zurückgeht. Dieser Effekt beruht darauf, dass die Wände der Blutgefäße in schnell
wachsenden Tumorgewebe über größere Poren und Löcher verfügen, sodass Nano-
partikel leichter in dieses Gewebe aufgenommen werden können (Permeation). Wei-
terhin ist durch das unterentwickelte Lymphsystem in diesem Gewebe ein Abtrans-
port der Wirkstoffträger verlangsamt (Retention).[31,32]
»Targeting« mittels funktioneller Gruppen
Als Beispiele für funktionelle Gruppen, welche mittels Erkennung durch Zellrezepto-
ren die Aufnahme der Vesikeln ermöglichen, seien hier unter anderem Folsäure und
Biotin genannt. In unserer Arbeitsgruppe konnte Mohamed Yassin Polymersome
herstellen, deren Hülle mit Folsäure-Molekülen funktionalisiert war.[33] Diese Vesikel
zeigten eine erheblich verstärkte Aufnahme in Zellen, welche über über-expremier-
te Folsäure-Rezeptoren verfügten. In Bezug auf die Zugänglichkeit der funktionellen
Gruppen auf der Polymersom-Oberfläche erwies es sich dabei als vorteilhaft, dass die
Folsäure-funktionalisierten BCPs mit einem längeren hydrophilen Block ausgestattet
waren als die nicht-funktionalisierten Polymere. Durch die größere Kettenlänge ra-
gen die Folsäure-Moleküle aus der hydrophilen Hülle der Vesikel heraus und können
somit die Rezeptoren an der Zelloberfläche besser erreichen.
Opsteen et al. stellten BCPs aus Poly(styrol) (PS) und Poly(acrylsäure) (PAA)
durch Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) her. Die Bromid-Endgruppe aus
der Polymerisation wurde anschließend durch ein Alkin ersetzt, welches nach der
Vesikelbildung für weitere Azid-Alkin-Cycloaddition zur Verfügung stand. Auf die-
sem Weg konnte eine Dansyl-Gruppe als Farbstoff oder Biotin angebunden werden.
Über Biotin-Avidin-Wechselwirkungen konnten dann weitere Funktionen wie Gold-
nanopartikel oder Green fluorescent protein (GFP) eingeführt werden.[34]
Hammer et al. verwendeten ebenfalls Biotin-funktionalisierte Blockcopolymere,
um spezifische Antikörper an der Oberfläche der Polymersome anzubringen.[35] Da
diese Polymersome die Eigenschaften von weißen Blutkörpchen, den Leukozyten,
aufweisen sollten, sind diese Ergebnisse in Abschnitt 1.3.2 näher erläutert.
Eine weitere »targeting«-Funktion, das Triphenylphosphonium-Kation, wurde von
Kulkarni et al. für die gezielte Aufnahme von Vesikeln in Mitochondrien hinein
verwendet. Dabei wurde gleichzeitig neben dem Triphenylphosphonium auch eine
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Dansyl-Gruppe am Ende des hydrophilen Blocks eines PEG-block-Polymilchsäure-Po-
lymers eingeführt, sodass die Aufnahme der Polymersome in die Mitochondrien mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden konnte.[36]
Das Protein Concanavalin A ist in der Lage selektiv an bestimmte Zuckermo-
leküle zu binden. Dieses Prinzip nutzen Eissa und Kollegen aus, indem sie über
Azid-Alkin-Cycloaddition Zuckerderivate als Endgruppe an BCPs bestehend aus Po-
ly(ethylenglycol) (PEG) und Poly(ethylen) (PE) einführten und mittels »Electro-For-
mation« glycosilierte Polymersome bildeten.[37] Dabei zeigten Polymersome, welche
mit einem β-D-Glucosid funktionalisiert waren, in Turbimetrieversuchen eine ver-
stärkte Aggregation mit Concanavalin A, wohingegen α-L-Fucosid-funktionalisierte
als auch unfunktionalisietre Polymersome dieses Verhalten nicht zeigten.
Stimuli-responsive Wirkstofffreisetzung
Um die selektive Freisetzung aus Polymersomen zu steuern, werden oft diverse
Stimuli eingesetzt. Dabei können externe Stimuli wie magnetische Felder[38] oder
Licht[39,40] verwendet werden. Obwohl der Bezug zum »Drug-Delivery« vorhanden
ist, stehen oftmals Zellversuche oder in vivo-Studien noch aus, weshalb diese Bei-
spiele in Kapitel 3 näher beleuchtet werden.
Bezüglich interner Stimuli nutzt man aus, dass nach der Aufnahme von Nanoobjek-
ten in die Zelle diese Partikel in »Endosome« eingeschlossen werden (siehe Abb. 1.4),
woraufhin innerhalb dieser Endosome eine Absenkung des pH-Wertes in Kombina-
tion mit einer Erhöhung der Konzentration von reduzierend wirkendem Glutathion
stattfindet.[41,42] Dementsprechend sind pH-Wert und Redox-Potential wichtige in-
terne Stimuli.
Redox-gesteuerte Freisetzung: Als Beispiel für ein komplexes Wirkstoffträgersys-
tem, welches nicht nur Redox-Responsiv ist, sondern zusätzlich noch über »targe-
ting«-Gruppen verfügt, können die Arbeiten von Guocan Yu und Kollegen angese-
hen werden.[44] Die Autoren verwendeten als hydrophoben Block Poly(caprolacton),
welches endständig mit einem Viologen-Derivat funktionalisiert ist und als hydro-
philen Block PEG, welches über eine Pillar[5]aren-Endgruppe verfügt. Durch nicht-
kovalenteWirt-Gast-Wechselwirkungen zwischen Viologen und dem Pillararen konn-
ten nun BCPs gebildet werden, welche dann zu Polymersomen assembliert wurden.
Wenn das Viologen-Dikation nun zum Monokation-Radikal reduziert wird, nimmt
die Komplexbildungskonstante der Wirt-Gast-Wechselwirkung drastisch ab, worauf-
hin die Polymersome schlagartig zerfallen. Zusätzlich wurde am anderen Kettenende
des PEGs noch Biotin als »targeting«-Funktion eingeführt. Durch die Einkapselung
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Gewebe/
Kompartiment
pH-Wert
Blut 7,4
extrazellulärer
Tumor
6,5-7,2
frühes Endosom
(EE)
6,0-6,5
spätes Endosom
(LE)
5,0-6,0
Lysosome (LYS) 4,5-5,0
Golgi (GO) 6,4
Abb. 1.4: Schematischer Überblick über die verschiedenen Wege zur Aufnahme von
Molekülen und Nanopartikeln in eine Zelle (Endocytose). Die Zeichnung
wurde aus [43] übernommen und unterliegt der CreativeCommons Li-
zenz CC BY-SA 3.0 (RE = Recyclingendosome; ERC = Endosomales Re-
cyclingkompartment). Tabellarische Zusammenstellung charakteristischer
pH-Werte während der einzelnen Zwischenstufen der Endocytose.[41]
des Wirkstoffs Doxorubicin wurde so ein System geschaffen, dessen erhöhte Auf-
nahme in Tumore und starke Antitumor-Wirkung an Mäusen nachgewiesen werden
konnte.[44]
Ein weiteres Beispiel für Redox-responsive Polymersome ist die Arbeit von Huanli
Sun.[45] Hierbei wurde ein Triblockcopolymer auf Basis eines PEG-Makroinitiators er-
zeugt, welcher dazu zunächst zur Polymerisation von Acrylsäure diente, worauf sich
die Synthese des dritten Blocks aus Diethylaminoethylmethacrylat (DEAEMA) an-
schloss. Die Acrylsäure-Einheiten wurden dann mit Cystamin modifiziert, sodass die
assemblierten Vesikel mittels Disulfid-Brücken vernetzt werden konnten. Diese Ver-
netzung kann dann unter reduzierenden Bedingungen rückgängig gemacht werden,
wodurch der Zerfall der Polymersome ausgelöst werden kann, sofern zeitgleich der
zweite Stimulus, der pH-Wert, durch Protonierung der Aminogruppen des DEAEMA
ausgelöst wird. Diese Vesikel konnten erfolgreich Proteine wie Albumin und Cyto-
chrom C in Zellen hinein transportieren und dort freisetzen. Dabei konnte gezeigt
werden, dass diese Transportvesikel im deutlichen Gegensatz zu frei vorliegenden
Cytochrom C die Krebszellen effektiv bekämpfen konnten.[45]
pH-gesteuerte Freisetzung: Als exemplarisches Beispiel für ein pH-responsives Po-
lymersom, welches als Wirkstoffträgersystem dienen kann, kann die Arbeit von Lei
Wang et al. angeführt werden.[46] Hier wurde ein BCP synthetisiert, das aus einem
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hydrophilen PEG-Block besteht und im hydrophoben Teil zyklische Acetale in den
Seitenketten aufweist. Mittels »Solvent-Inversion« wurden aus den BCPs Polymer-
some gebildet, in welchen Doxorubicin als Wirkstoff oder Nilrot als Farbstoff einge-
schlossen werden konnten. Bei einer Absenkung des pH-Wertes auf saure Bedingun-
gen, wie sie im Endosom vorliegen, setzt die Hydrolyse der Acetale ein, was zu einer
langsamen Zerstörung der Polymersome und somit zur Freisetzung des Wirkstoffes
führt.
Mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie konnte weiterhin gezeigt werden,
dass die Polymersome sich in der Tat hauptsächlich in den Endosomen anreichern
und mit Hilfe des eingeschlossenen Doxorubicins den Zelltod herbeiführen. Die Ve-
sikel allein, das heißt ohne eingeschlossene Wirkstoffe, beeinträchtigen die Überle-
bensrate der untersuchten HeLa-Zellen hingegen nicht. Schlussendlich konnte eben-
falls die Verkapselung des Enzyms »Alkalische Phosphatase« gezeigt werden. Hier
kann erst bei saurem pH-Wert und der damit verbundenen Zersetzung der Polymer-
some Enzymaktivität detektiert werden.[46]
Natürlich ist zusätzlich zu niedermolekularen Wirkstoffen wie dem weit ver-
breiteten Doxorubicin oder therapeutisch wirksamen Enzymen auch der Trans-
port von Desoxyribonukleinsäure (DNA) für biomedizinische Anwendungen inter-
essant. In den Arbeiten von Lomas et al. konnte ein erfolgreiches Beispiel da-
für erbracht werden.[47,48] Als BCPwurde Poly(2-(methacryloyloxy)ethylphosphoryl-
cholin)-block-Poly(2-(diisopropylamino)ethylmethacrylat) (PMPC-b-PDPAEMA) ver-
wendet, welches in der Gruppe von Battaglia etabliert wurde und vielfältig ange-
wendet wird.[16,49–52] Die DPAEMA-Einheiten sind dabei pH-responsiv und können
bei sauren Bedingungen protoniert werden, was dann zur Deassemblierung der Ve-
sikel führt.
In die aus diesem Polymer hergestellten Vesikel konnte unter anderem Plasmid-
DNA eingeschlossen werden, welche die Information zur Herstellung von GFP ko-
diert. In Zellversuchen mit CHO-Zellen (»chinese hamster ovary«) und HDF-Zellen
(»human dermal fibroblast«) konnte nach 24 h Inkubationszeit eine entsprechende
Fluoreszenz des GFPs gemessen und damit die erfolgreiche Übertragung und Expres-
sion der Gensequenz nachgewiesen werden. Als Neuerung gegenüber traditionellen
DNA-Transportern beruht der Einschluss hier nicht auf elektrostatischen Wechsel-
wirkungen zwischen Carrier und DNA, sondern auf dem physikalischen Einschluss
in die Transportvesikel.[47,48]
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1.3.2 Polymersome als Nanoreaktoren und künstliche Zellorganellen
Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit von Zellmembranen und Membranen von
Polymersomen ist es naheliegend, diese Vesikel als Basis für künstliche Zellen bezie-
hungsweise Zellorganellen zu verwenden. Polymersome können dabei die Funktiona-
litäten der Zellmembranen in vielerlei Hinsicht nachbilden, aber unterscheiden sich
auch in einigen Aspekten deutlich von ihnen. Allerdings sind Zellen und Zellorganel-
len mitunter hochspezialisiert und können sich ebenfalls in Struktur und Funktion
stark unterscheiden.
Funktionale Membranoberflächen
Noch bevor man ins Innere einer Zelle vordringt, stößt man auf eine äußerst komple-
xe Membranoberfläche, die verschiedenste Proteine beinhaltet, welche die Kommu-
nikation und den Austausch mit der äußeren Umgebung regeln. Auch Polymersome
können in verschiedensterWeisemit funktionellen Gruppen auf ihrer Oberfläche aus-
gestattet werden,[53] wie bereits im Abschnitt 1.3.1 (»targeting«) angerissen wurde.
Ein gutes Beispiel für die Nachbildung von Oberflächenfunktionalität ist die Ar-
beit von Hammer und Kollegen. Dabei funktionalisierten die Autoren ihr PEG-block-
P(1,2-butadien)-BCP mit Biotin, welches sie nach der Vesikelbildung zur weiteren
Konjugation mit NeutrAvidin nutzten.[35] Wiederum mittels Biotin-Avidin-Wechsel-
wirkungen konnten sie nun zwei verschiedene Antikörper an die Polymersome an-
binden, die in ähnlicher Form auch auf der Oberfläche von Leukozyten, den weißen
Blutkörperchen, vorkommen und die Anhaftung dieser Leukozyten an andere Zellen
im Zusammenhang mit Entzündungen regeln.
Im Körper führen die Leukozyten eine »Rollbewegung« entlang der Wände von
Blutgefäßen durch. An entzündeten Stellen wird diese Bewegung durch verstärkte
Rezeptor-vermittlete Wechselwirkungen zwischen den Leukozyten und den lokalen
Zellen gebremst und die Leukozyten können gegebenenfalls das Blutgefäß verlassen,
um an der entzündeten Stelle wirksam zu werden. Ein ähnliches Verhalten bezüg-
lich der Rollbewegung und -geschwindigkeit konnte auch mit den funktionalisierten
Polymersomen in einer Durchflußkammer, deren Wand mit den entsprechenden an-
tagonistischen Proteinen ausgestattet war, beobachtet werden.[35]
Stoffaustausch und Tunnelproteine
Zellen und Zellorganellen müssen zwangsläufig Stoffe verschiedenster Art mit ihrer
Umgebung austauschen. Einige kleine, eher hydrophobe Moleküle, aber auch Wasser
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können dabei direkt durch die Zellmembran diffundieren. Dies ist bei Polymersomen
aufgrund ihrer dickeren Membran oftmals stark eingeschränkt. Darauf soll aber spä-
ter im Abschnitt 2.2.1 noch gesondert und detailliert eingegangen werden.
Die Endocytose durch Einstülpen und Abschnüren von Teilen der Zellmembran
konnte auch mit Polymersomen realisiert werden (siehe Abb. 1.5). Jedoch beschrän-
ken sich die Beispiele in der Literatur auf das BCP PMOXA-PDMS und Silica- sowie
Polystyrol-Partikel.[54] Trotz der faszinierenden Ergebnisse fehlt es für eine weiter-
gehende Verwendung dieses Stoffaustausch-Mechanismus noch an detaillierten Un-
tersuchungen über die zugrundeliegenden Ursachen.
Abb. 1.5: CryoTEM-Abbildungen der Aufnahme von Nanopartikeln in Polymersome
durch Einstülpen und Abschnüren der Membran: a), b) PS-Nanopartikel,
c) SiO2-Nanopartikel und d) schematische Darstellung. Wiedergabe mit
Genehmigung aus [54], ©2012 Wiley-VCH.
Allerdings sind Tunnelproteine, wie sie in Zellmembranen vorkommen, erfolgreich
in Polymersom-Membranen eingebaut worden. Die Permeabilität, Selektivität und
die Anforderungen, die ein solcher Ansatz an die BCPs stellt, werden näher in Ab-
schnitt 2.2.3 beleuchtet. Dort sind auch einige Beispiele für solche Bioporen, sowie
die verwendeten BCPs in Tabelle 2.2 zusammengestellt.
Enzyme und Katalyse
Für den Stoffwechsel von Zellen sind Enzyme, welche verschiedenste Reaktionen ka-
talysieren, von zentraler Bedeutung. Der Einschluss solcher Enzyme in Polymersome
ist in der Literatur gut etabliert und wird vielfältig zur Konstruktion von Bio-Nano-
reaktoren angewendet.[27–29]
So konnten zum BeispielDinu et al. BCPs aus Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) und
Poly(2-methyloxazolin) (PMOXA) herstellen und in die daraus gebildeten Polymer-
some erfolgreich Meerrettichperoxidase (HRP) einschliesen.[55] Die Vesikel wurden
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anschließend photo-permeabilisiert, um sie für kleine Moleküle durchlässig zu ma-
chen (siehe dazu Abs. 2.2.4), wobei die Enzyme nach wie vor im Inneren eingeschlos-
sen bleiben. Nun wurden Natriumascorbat als Reduktionsmittel, der wasserlösliche
Initiator 2-Hydroxyethyl-2-bromoisobutyrat und das Monomer Oligoethylenglycol-
acrylat (OEGA) zugegeben, um innerhalb der Polymersome eine ATRP mit HRP als
Katalysator durchzuführen. Aufgrund der Größe der entstandenen Polymere kön-
nen diese die Vesikel nicht verlassen, wodurch die Polymersome schlussendlich mit
POEGA gefüllt sind, was durch Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR) und Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM) nachgewiesen werden konnte.
Bei diesem Vorgang bleibt das Polymersom intakt und das enstandene POEGA
weist sogar eine geringe Polydispersität auf, wie es für eine kontrolliert-radikali-
sche Polymerisation erwartet wird. Die Autoren bilden dabei neben dem Enzymein-
schluss noch einen weiteren Aspekt der Zelle nach, nämlich das viskose Cytosol im
Zellinnneren.[55]
Doch auch ohne Enzyme sind katalytisch wirksame Polymersome möglich wie van
Oers und Mitarbeiter zeigen konnten.[56] Die Autoren verwendeten BCPs bestehend
aus einem hydrophilen PEG-Block und einem hydrophoben Block aus Styrol und 4-
Vinyl-benzylchlorid, wobei sie nach der Reversible Addition-Fragmentation Chain-
Transfer Polymerisation (RAFT) die Benzylchloride zu -aziden umsetzten. Das ent-
standen Polymer PEG-block-P(styrol-co-4-vinylbenzylazid) assemblierten sie zu Po-
lymersomen, welche dann Azid-Funktionen in ihrer Membran beinhalteten, welche
mit alkyniliertem l-Prolin umgesetzt wurde.
Das so immobilisierte l-Prolin dient nun als Katalysator für die asymmetrische Al-
dolreaktion zwischen Cyclohexanon und 4-Nitrobenzaldehyd. Dabei versuchen die
Autoren das Problem zu lösen, dass Prolin seine gute Stereoselektivität verliert, wenn
an Stelle eines überwiegend organischen Reaktionsmediums wässrige Lösungen ver-
wendet werden. Dies sollte mit einer Platzierung des Prolins innerhalb der hydro-
phoben Vesikelmembran vermieden werden. In der Tat konnten mittels diesen Poly-
mersom-Nanoreaktoren gute Stereoselektivitäten und Ausbeuten erzielt werden.[56]
In der Zelle werden in vielen Fällen mehrere Enzyme benötigt, um zum Beispiel
ein bestimmtes Molekül zu synthetisieren. Das Produkt der ersten enzymatischen
Reaktion wird dann zum Substrat für die zweite Umsetzung und so fort. In unserer
Arbeitsgruppe wurde eine solche enzymatische Kaskadenreaktion von David Grä-
fe in Polymersomen durchgeführt.[57] Dabei wurden unter anderem Myoglobin und
Glucoseoxidase (GOx) in Polymersome eingekapselt, wobei GOx H2O2 als Produkt
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erzeugt, welches eines der Substrate für das Myoglobin ist.
Für dieses System sind aber neben den Enzymen, vor allem die verwendeten BCPs
essentiell, da sie sowohl pH-responsiv als auch quervernetzbar sind. Diese Eigen-
schaften werden durch einen hydrophoben Block aus DEAEMA und Dimethylmalein-
imidobutylmethacrylat (DMIBMA) realisiert, wohingegen PEG als hydrophiler Block
zum Einsatz kommt. Durch das Vernetzen der Polymersome nach der Assemblie-
rung zeigen sie ein Quellverhalten, wenn sie dem pH-Stimulus ausgesetzt werden.
Durch die Vernetzung können sie aber nicht in ihre Einzelteile zerfallen. Im Zuge des
Aufquellens werden die Membranen durchlässig für kleine Moleküle, wie zum Bei-
spiel für die Substrate der Enzyme. Da die Membranen unter basischen Bedingungen
nicht permeabel sind, kann so die Enzymaktivität mit dem pH-Wert mehrfach »an-
und ausgeschaltet« werden.
Zunächst wurde beide Enzyme (GOx und Myoglobin) simultan in ein und das-
selbe Polymersom eingekapselt. Da die Diffusion der Substrate nur über eine sehr
kurze Distanz zwischen den Enzymen erfolgen muss, können hohe Aktivitäten er-
zielt werden. Jedoch kann die Kaskade auch realisiert werden, wenn die Enzyme
jeweils separat in andere Vesikel eingekapselt werden. Dies zeigt, dass die Substra-
te/Produkte bei sauren Bedingungen durch die Membranen der Vesikel diffundieren
können. Weiterhin wurde auch eine Stabilisierung der Enzyme durch den Einschluss
in die Vesikel festgestellt. So blieben die eingeschlossenen Enzyme im Vergleich zu
freien Enzymen in Lösung wesentlich länger aktiv.[57]
Ein Beispiel für die Kombination von Oberflächenfunktionalisierung, Enzymver-
kapselung und der Verwendung von Tunnelproteine ist die Arbeit von Zhang aus
der Arbeitsgruppe von Cornelia Palivan.[58] Zunächst konnte Aquaglyceroporin F
in die Membran der Polymersome aus PDMS und PMOXA Triblockcopolymeren ein-
gebaut werden, ohne seine Funktion zu beeinträchtigen. Dieses Tunnelprotein er-
laubt dabei nur Wasser und Zuckeralkoholen den Membrandurchtritt. Als aktives
Enzym wurde Ribitoldehydrogenase eingekapselt, welche das Zuckeralkohol Ribitol
zu Ribulose umwandelt. Dabei wird oxidiertes Nicotinamidadenindinucleotid NAD+
zu NADH reduziert, das Licht einer Wellenlänge von 340nm absorbiert. Weiterhin
verfügten einige der BCPs über Aldehyd-Endgruppen, wodurch die Vesikel auf Ami-
no-funktionalisierten Glasoberflächen angebunden werden konnten. Als Summe der
einzelnen Bestandteile entsteht ein immobilisierter Biosensor, der selektiv den Gehalt
an Zuckeralkoholen der umgebenden Lösung ermitteln kann.[58]
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Komplexe Systeme und künstliche Organellen
Das vorangegangene Beispiel eines Polymersom-basierten Bionanosensors markiert
schon den Übergang zur nächsten Stufe der Komplexität. Hier sollen Polymersome
ganze Zellorganellen nachbilden, beziehungsweise komplexe Biosynthesen bewerk-
stelligen. Dazu muss einerseits die Permeabilität der Vesikel kontrolliert werden, was
meist über Tunnelproteine bewerkstelligt wird. Andererseits werden verschiedenste
Enzyme eingekapselt, die erst im Zusammenhang mit der Vesikelstruktur ihre Wir-
kung entfalten.
So berichteten bereits Jahr 2005 Choi und Montemagno über die Biosyn-
these von Adenosintriphosphat (ATP) mit Hilfe von polymeren Vesikeln (siehe
Abb. 1.6A).[59] Dazu verwendeten sie Triblockpolymere, deren hydrophile Teile aus
Poly(2-ethyloxazolin) (PEOXA) und deren hydrophober Part aus PDMS bestanden. In
den Membranen der Polymersome immobilisierten sie Bacteriorhodopsin und ATP-
Synthase. Bacteriorhodopsin ist eine licht-getriebene Protonenpumpe, das heißt un-
ter Lichteinstrahlung werden H+ in eine Richtung durch das Protein »gepumpt«. Ei-
ne Absenkung des pH-Wertes und damit die Funktionalität dieses Proteins konnte
mittels einer im Polymersom eingekapselten, pH-abhängigen Fluoreszenzsonde be-
wiesen werden.[59,60]
Die ATP-Synthase kann nun den aufgebauten Protonengradienten entlang der Ve-
sikelmembran nutzen. Dabei durchqueren Protonen den Transmembranpart der ATP-
Synthase (F1-Einheit), wobei sie eine andere Proteinuntereinheit (F0-Einheit) in Ro-
tation versetzen. Mit dieser Rotation wird dann eine Reaktion zwischen Adenosin-
diphosphat und anorganischem Phosphat zu ATP angetrieben. Auch bei den so aus-
gerüsteten künstlichen Vesikeln konnte unter Beleuchtung eine Produktion von ATP
nachgewiesen werden.[59,60] Obwohl die Optimierung dieses Systems noch nicht ver-
vollständigt wurde, stellt die Biosynthese von ATP einen großen Fortschritt dar, da
ATP der wichtigste Energietransporter für fast alle zellulären Vorgänge ist.
Eine detailierte Nachbildung eines sogenannten Peroxisoms gelang der Gruppe
von Palivan (siehe Abb. 1.6B).[61] In natürlichen Peroxisomen befinden sich meh-
rere Enzyme, welche reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) zunächst zu Wasserstoffper-
oxid umwandeln und dann schlussendlich zu Sauerstoff und Wasser abbauen. Neben
anderen Funktionen sorgen Peroxisome dafür, dass die Konzentration der hochre-
aktiven ROS nicht übermäßig ansteigt und vermeiden so oxidativen Stress in der
Zelle. Dabei spielen die Enzyme Cu/Zn-Superoxid-Dismutase, sowie Lactoperoxida-
se und Katalase eine wesentliche Rolle. Um die Stabilität der Enzyme zu erhöhen
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Abb. 1.6: Anwendungen von Polymersomen: (A) Biosynthese von ATP mittels Tun-
nelproteinen in der Vesikelmembran und Licht. Dabei wird Bacteriorho-
dopsin (BR) als Protonenpumpe und F0F1-ATPase eingesetzt. Wiederga-
be mit Genehmigung aus [59], ©2005 American Chemical Society. (B)
Künstliches Peroxisom mit den eingeschlossenen Enzymen Superoxid-Dis-
mutase (SOD), sowie Lactoperoxidase (LPO) oder Katalase (CAT). Wie-
dergabe mit Genehmigung aus [61], ©2013 American Chemical Society.
und Nebenreaktionen zu vermeiden, sind diese dann in einem kleinen Liposom, dem
Peroxisom, eingeschlossen.
Zur Bildung der Polymersome kam ein Triblockcopolymer aus PMOXA und PDMS
zum Einsatz. Die Membranen wurden zusätzlich durch den Einbau des »outer mem-
brane protein F« (OmpF) modifiziert. Obwohl ROS und Wassermoleküle die Mem-
bran dieser Vesikel passieren können, ist der Einbau der Tunnelproteine erforderlich,
um zum Beispiel Substrate aufnehmen zu können, wobei die Größe des Kanals des
Tunnelproteins eine Freisetzung der Enzyme nicht zulässt. Durch Kupplungmit Fluo-
reszenzfarbstoffen konnte die erfolgreiche Einkapselung der Enzyme nachgewiesen
werden.
Bei Zellexperimenten mit HeLa-Zellen wurde keine signifikante Toxizität der Po-
lymersome festgestellt, wohl aber eine erfolgreiche Aufnahme ins Zellinnere mit an-
schließendem »endosomal escape«. Dies bezeichnet das »Ausbrechen« des Nanopar-
tikels aus dem Endosom, welches eigentlich die Aufgabe besitzt, seinen Inhalt zu
Einzelteilen abzubauen und so für den Stoffwechsel in der Zelle nutzbar zu machen.
Zum Schluss wurden die Zellen oxidativem Stress ausgesetzt, der durch künstlich
erzeugte ROS hervorgerufen wurde. Dabei konnten Zellen, die zuvor die artifiziellen
Peroxisome aufgenommen hatten, die ROS schneller abbauen.[61]
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Polymersom-basierte Multikompartimente
Die finale Stufe der Komplexität ist die Realisierung von Systemen mit unterschiedli-
chen Kompartimenten. Das Ziel besteht hier meist darin, eine künstliche Zelle bezie-
hungsweise Protozelle zu synthetisieren.[62] Biologische Zellen verfügen über viele
verschiedene, durch Membranen vom Rest der Zelle getrennte Bereiche. Dabei ist
diese Unterteilung mitunter essentiell, um die jeweilige Funktion zu erzielen. Ent-
lang der Membran eines Mitochondriums wird zum Beispiel ein Protonen-Gradient
aufgebaut, der dann die ATP-Synthese antreibt. Weitere Beispiele sind unter anderem
der Zellkern oder die verschiedenen Stufen der Endosome (siehe Abb. 1.4).
Das Design von Multikompartimenten wurde bereits ausführlich in verschiedenen
Übersichtartikeln thematisiert.[29,62–65] Oftmals werden Subkompartimente unter-
schiedlicher Herkunft beziehungsweise unterschiedlichen Typs verwendet,[63] wie
zum Beispiel Liposome, die in Polymerkapseln aus der »layer-by-layer«-Methode ein-
geschlossen werden.[66] Der Übersichtlichkeit halber wird sich die Betrachtung an
dieser Stelle auf Polymersome in Polymersomen, sogenannte »polymer vesosomes«,
beschränken.
Zur Herstellung von Multikompartimenten dieses Typs können bereits bekann-
te Assemblierungs-Techniken (siehe Abs. 1.2.2) kombiniert werden. So verwende-
ten Fu[67] und Siti[68] zunächst Triblockcopolymere aus PDMS und PMOXA für ei-
ne Assemblierung mittels »Thin-Film-Rehydration«. Die äußeren Polymersome wer-
den dann durch BCPs aus PS und Poly(l-isocyanoalanin(2-thiophen-3-yl-ethyl)amid)
(PIAT) gebildet. Hierzu werden die PS-PIAT-Polymere in Tetrahydrofuran (THF)
gelöst und dann zur Lösung der schon bestehenden Vesikel hinzugetropft (»na-
no precipitation«). Dabei werden dann zufällig und statistisch alte Polymersome in
den neu gebildeten Polymersomen eingeschlossen. In der Arbeit von Fu wurde die-
se Polymersom-in-Polymersom-Struktur durch Fluoreszenz-Mikroskopie und Durch-
flusszytometrie nachgewiesen,[67] wohingegen Siti eine Enzymkaskade durchführen
konnte.[68]
Dazu wurde zunächst HRP in den inneren Vesikeln eingeschlossen, welche zu-
sätzlich über Tunnelproteine vom Typ OmpF verfügten. Zusammen mit den inneren
Vesikeln wurde auch GOx in die äußeren Polymersome mit eingeschlossen (siehe
Abb. 1.7). Auf diese Weise kann Glucose aus der Lösung nach Diffusion ins äußere
Vesikel oxidiert werden, wobei H2O2 entsteht. Dieses diffundiert durch das Tunnel-
protein ins innere Polymersom, wo es als Substrat für die HRP dient. Mittels dieses
Enzym wird der Farbstoff »amplex red« zum Resosurfin oxidiert (zuzüglich unkataly-
sierter Folgereaktionen), welches dann schlussendlich über seine Fluoreszenz nach-
gewiesen werden kann.[68]
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Abb. 1.7: Enzymatische Kaskadenreaktionen in Multikompartimenten auf Basis von
Polymersomen: (A) Polymersome aus PMOXA-PDMS-Triblöcken mit Tun-
nelproteinen in PS-PIAT-Polymersomen. Wiedergabe mit Genehmigung
aus [68],©2014 Royal Society of Chemistry. (B) PS-PIAT-Vesikel in Poly-
mersomen aus PB-PEG-Blockcopolymeren. Wiedergabe mit Genehmigung
aus [69], ©2014 Wiley-VCH.
Die Anwendung zweier unterschiedlicher Assemblierungstechniken, wie zum Bei-
spiel »Thin-Film-Rehydration« in Kombination mit der »Nano-Precipitation«, weist
den Nachteil auf, dass die Verkapselung nur zufällig und damit statistisch verläuft.
Das führt normalerweise zur Bildung von wenigen Multikompartimenten, wobei vie-
le einzelne Polymersome frei vorliegen. Eine Lösung dieses Problems wurde in der
Arbeitsgruppe von Lecommandoux entwickelt.[70] Die Autoren assemblierten dabei
ebenfalls zunächst die inneren Vesikel mittels einer Standard-Methode (»Nano-Pre-
cipitation«). Diese wässrige Lösung wird anschließend in eine Emulsion überführt,
wobei das Wasser als kleine Tröpfchen in Toluol dispergiert ist. Dabei wird zur Sta-
bilisierung der Emulsion ein weiteres BCP verwendet. Diese Emulsion wird dann auf
eine wässrige Phase geschichtet und anschließend zentrifugiert. Die Zentrifugalkraft
führt dann dazu, dass die wässrigen Tröpfchen die Phasengrenze überqueren, wobei
sie vom Stabilisator-BCP ummantelt werden.
So konnten mit dieser »Emulsions-Zentrifugation« genannten Methode kleinere
Polymersome in großen Vesikeln eingeschlossen werden. Der entscheidende Vor-
teil besteht darin, dass quantitativ alle Wassertröpfchen, welche den Phasentransfer
durchführen auch zu einem Vesikel werden. Dies verhindert effektiv frei vorliegende
innere Polymersome.[70]
Auch mit dieser Technik wurde bereits eine Enzymkaskade realisiert (siehe
Abb. 1.7).[69] Dabei werden zunächst BCPs aus PS und PIAT verwendet, bei deren
Assmeblierung die Enzyme Phenylacetonmonooxygenase und Candida antarctica-Li-
pase B eingeschlossen werden. Diese inneren Vesikel werden dann mit Hilfe der be-
schrieben Emulsions-Zentrifugations-Methode in äußeren Vesikeln eingekapselt. Da
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die Emulsion mit BCPs aus Poly(butadien) (PB) und PEG stabilisiert wird, bestehen
dann die äußeren Vesikelmembranen aus ebenjenen Polymeren. Weiterhin wird den
Wassertröpfchen der Emulsion noch die Ausgangssubstrate und das Enzym Alkohol-
Dehydrogenase zugesetzt. Schlussendlich wird am Ende der Kaskade der Fluores-
zenzfarbstoff Resorufin erzeugt und nachgewiesen.[69]
Eine weitere Möglichkeit polymere Vesosome herzustellen, ist die Verwendung von
gestaffelten Doppelemulsionen.[71] Hierbei werden zunächst die inneren Vesikel mit-
tels der Doppelemulsionstechnik hergestellt. Diese Vesikel werden dann in der wäss-
rigen Phase einer weiteren Doppelemulsion verwendet, wodurch Vesikel in Vesikeln
erzielt werden.
Eine signifikante Verbesserung dieses Ansatzes kann erzielt werden, wenn die Dop-
pelemulsionen mit mikrofluidische Methoden kombiniert wird.[19] Hierbei wird zu-
nächst das innere Polymersom mit Hilfe einer Doppelemulsion hergestellt. Anschlie-
ßend wird mittels einer Mikrofluidik-Kapillare mit spezieller Geometrie eine weite-
re Doppelemulsion um die inneren Polymersome herum realisiert. Auf diese Weise
konnte die Anzahl der inneren Vesikel in einem äußeren Vesikel exakt kontrolliert
werden. Weiterhin konnten die Autoren sequentielle Freisetzung von verschiedenen
Farbstoffen aus den Multivesikeln zeigen, wenn diese durch Zugabe von Ethanol oder
durch Scherkräfte destabilisiert werden.[19]
1.3.3 Weitere Anwendungen
Obwohl Polymersome hauptsächlich im biomedizinischen Bereich eingesetzt wer-
den und Wirkstoffträgersysteme, Nanoreaktoren und künstliche Zellorganellen den
Großteil aller Anwendungen ausmachen, existieren einige Nischen, wo polymere Ve-
sikel für andere Zwecke eingesetzt werden. In den folgenden Beispielen handelt es
sich dabei um die Synthese von Membranen zur Filtration von Wasser zum Beispiel
zum Zwecke der Trinkwasseraufbereitung, Meerwasserentsalzung oder ähnlichen
Anwendungsbereichen.
Dabei kann die Funktionalisierung von Vesikelmembranen mit Tunnelproteinen
genutzt werden.[72] Hier kommen die oft verwendeten Triblockcopolymer aus PDMS
und PMOXA, sowie Aquaporin Z als Biopore zum Einsatz. Die Precursor-Polymerso-
me werden dann durch Druck auf ein löchriges Substrat aufgebracht und auf dessen
Oberfläche ausgebreitet. Nach anschließender Photovernetzung von Membran und
Substrat ist das System stabil und kann zur Wasserfiltration verwendet werden.[72]
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Auf eine ähnliche Anwendung zielen auch die Arbeiten der Gruppe vonQuemener
ab. Sie synthetisierten BCPs aus Poly(methacrylsäure) und Poly(methylmethacrylat)
(PMMA) mittels RAFT.[21] Durch Ausnutzen der PISA-Technik (siehe Abs. 1.2.2)
konnten sie in Abhängigkeit des Polymerisationsgrades des PMMA-Blocks sowohl ku-
gelförmige, als auch stäbchenförmigeMizellen, sowie Vesikel erhalten. Diese polyme-
ren Nanostrukturen lagerten sie mittels »spin coating« auf porösen Nylon-Substraten
ab und testeten die so erhaltenen Membranen zur Wasserfiltration. Obwohl alle der
so erzeugten Membranen ähnliche Dicken aufwiesen, traten deutliche Unterschiede
in der Menge des Wassserdurchtritts hervor, welche auf die Mikrostruktur der Mem-
branen zurückgeführt wurden. Membranen aus sphärischen Mizellen zeigten dabei
die beste Permeabilität, wobei Membranen aus Vesikeln ähnliche gute Werte zeigten,
wenn zusätzlich noch Eisen-Nanopartikel zur Erhöhung der Druckfestigkeit vor dem
»spin coating« zugegeben wurden.[21]
1.4 Zusammenfassung
Polymersome leiten sich vom Namen und von ihrer Struktur von Liposomen ab und
bestehen zumeist aus BCPs mit einem hydrophilen, sowie einem hydrophoben Block.
Dabei muss das Blockverhältnis besondere Anforderungen erfüllen, damit polymere
Vesikel gebildet werden. Ist der hydrophile Anteil zu groß, bilden sich Mizellen. Ist
der hydrophobe Anteil zu klein, bilden sich ausgedehnte, planare Membranen. Zur
Assemblierung von Polmersomen sind viele Möglichkeiten bekannt, von denen die
»Nano-Precipitation« und die »Thin-Film-Rehydration« die wichtigsten darstellen.
Die Verwendung von Polymersomen ist äußerst vielfältig. Einerseits werden die
Vesikel als Wirkstoffträgersysteme verwendet.[26] Hierbei spielen vor allem Oberflä-
chenfunktionalisierungen mit »targeting«-Funktionen wie Folsäure[33] oder Biotin[34]
als auch Responsivitäten gegenüber verschiedenen Stimuli eine Rolle. Zur zielgerich-
teten Steuerung der Freisetzung von Wirkstoffen sind pH-responsive[33,46,47] oder Re-
dox-sensitive Polymersome[44,45] am weitesten verbreitet.
Andererseits dienen Polymersome zur Konstruktion von künstlichen Zellorganel-
len oder Nanoreaktoren.[27–29] Hierbei werden meist katalytisch-wirksame Enzy-
me in die Vesikel eingeschlossen. Insbesondere in Kombination mit Tunnelprotei-
nen in den Polymersommembranen (siehe Tab. 2.2) oder mit reversibel schaltba-
rer Membrandurchlässigkeit[57] ergeben sich dabei viele interessante Möglichkeiten.
So können solche Nanoreaktoren unter anderem zur Synthese von Polymeren in
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Polymersomen[55] verwendet oder als selektive Biosensoren[58] eingesetzt werden.
Weiterhin gibt es Beispiele für künstliche Zellorganelle wie Peroxisome[61] oder Mit-
ochondrien-ähnliche Systeme zur ATP-Synthese.[59] Besonders interessant, aber auch
sehr komplex sind Multikompartmentsysteme, welche auch auf der Basis von Poly-
mersomen in Polymersomen hergestellt werden können und die Nachbildung von
zellulären Prozessen als Ziel haben.[62–64,68,69]
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Auch wenn bereits viele Anwendungen von Polymersomen erforscht werden und
auch theoretische Überlegungen zur Vorhersage der Struktur existieren, ist es un-
abdingbar sich im Detail mit den Grundbausteinen der Polymersome, den Blockco-
polymeren (BCPs), zu beschäftigen. Viele Eigenschaften der BCPs werden auf die
Vesikel übertragen und bestimmen damit wiederum deren Eigenschaften. Über das
Molekulargewicht der BCPs kann zum Beispiel die mechanische Stabilität der Poly-
mersom-Membranen sowie ihre Permeabilität beeinflusst werden.[12,73]
Im Folgenden werden deshalb verschiedene Architekturen und Funktionalitäten
von BCPs vorgestellt und die abgeleiteten Eigenschaften der aus ihnen assemblierten
Vesikel beleuchtet. Den Eigenschaftstransfer vom BCP auf das Polymersom detailliert
zu kennen, erleichtert es deutlich, die Polymere präzise für die jeweilige Aufgabe und
Anwendung »maßzuschneidern«. Der Fokus liegt dabei vor allem auf der Permeabi-
lität der Polymersomenmembran. Zunächst sollen aber kurz die Auswirkungen der
molekularen Architektur auf die Gestalt der Vesikel diskutiert werden.
2.1 Blockcopolymer-Architektur und Vesikelmorphologie
Die Architektur der verwendeten BCPs spielt eine wesentliche Rolle für die Mor-
phologie der resultierenden Vesikel. Die Zusammenhänge zwischen dem hydrophil-
hydrophob-Verhältnis und der Morphologie der assemblierten Strukturen (wie zum
Beispiel Mizellen, Stäbchen oder Vesikel) sind bereits in Abbildung 1.3 dargestellt
worden. Dabei beschränkte sich die Betrachtung bisher auf eher einfache BCPs des
AB-Typs (siehe Abb. 2.1). Obwohl Vesikel aus dieser Art Grundbausteine den großen
Teil der Forschung ausmachen, finden andere Architekturen ebenfalls Verwendung
und werden in Zukunft an Bedeutung zunehmen.
In Abbildung 2.1 sind einige mögliche Polymerarchitekturen dargestellt, welche
synthetisiert und zu Vesikeln assembliert werden können. Im Folgenden werden vor
allem Triblöcke als weitverbreitete Alternative zu Polymeren des AB-Typs diskutiert.
Es existieren auch noch weitere Architekturen wie »gegraftete« BCPs,[74,75] die auch
als »bottle brush brushes« bezeichnet werden oder Hybridpolymere, zum Beispiel mit
einem Protein-Block,[76] welche aber an dieser Stelle nicht im Detail beleuchtet wer-
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Abb. 2.1: Auswahl verschiedener Blockcopolymer-Architekturen, die zur Assemblie-
rung vom Polymersomen angewendet werden, sowie schematische Dar-
stellung der Platzierung von funktionellen chemischen Gruppen innerhalb
der BCPs.
den sollen. Aufgrund der einfachen experimentellen Umsetzung werden zunächst
Mischungen aus mehr als einem BCP betrachtet.
2.1.1 Blockcopolymer-Mischungen und Sternpolymere
Mischungen verschiedener Blockcopolymere
Im einfachsten Fall können Polymersome aus mehr als einem AB-BCP gebildet wer-
den. Ein solcher »Blending«-Ansatz von Polymeren wird auch in der Werkstoﬀtech-
nik zur Erzeugung spezieller Eigenschaften verwendet. Jedoch sind viele Polymere
nicht miteinander mischbar und neigen zur Phasenseparation. Dies kann auch in
Membranen von Polymersomen geschehen, wenn verschiedene inkompatible BCPs
zusammen assembliert werden.
Eine detaillierte Studie zur Phasenseparation bei BCP-Mischungen wurde 2011
von Caterina LoPresti veröﬀentlicht. Die Autoren mischten Poly(ethylenglycol)-
block-Poly(butylenoxid) (PEG-PBO) mit Poly(2-(methacryloyloxy)ethylphosphoryl-
cholin)-block-Poly(Diisopropylaminoethylmethacrylat) (PMPC-PDPAEMA) in ver-
schiedenen Verhältnissen und assemblierten daraus Polymersome durch »electro-
formation« oder durch »thin ﬁlm rehydration«.[50]
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Durch selektives Anfärben mit Fluoreszenzfarbstoffen konnten die einzelnen Pha-
sen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Auch
durch TEM konnten die einzelnen Polymerphasen durch selektives »Staining« mit
Wolframatophosphorsäure sichtbar gemacht werden (siehe Abb. 2.2). Im Verlaufe
eines Monats findet bei diesen Vesikeln ein Phasenwachstum statt. Für Mischungen,
bei denen eine Komponente in großem Überschuss vorliegt, findet nach dieser Zeit
eine vollständige Entmischung statt, sodass schlussendlich sogenannte »Janus-Parti-
kel« entstehen.[50]
Abb. 2.2: Gemischte Polymersome aus PMPC-b-PDPAEMA und PEG-b-PBO in ver-
schiedenen Mischungsverhältnissen. Die Phasenseparation in der Vesikel-
membranwurde durch konfokale Fluorszenzmikroskopie (oben) oder Fou-
rier-transformierte TEM-Bilder (unten) sichtbar gemacht. Wiedergabe mit
Genehmigung aus [50], ©2011 American Chemical Society.
Weiterhin wurden BCP-Mischungen untersucht, bei denen die Polymere über einen
chemisch identischen hydrophilen Block verfügen (PEG-PBO und PEG-PDPAEMA,
das heißt AB und AC). Auch hier tritt deutliche Phasenseparation auf, sodass ver-
mutlich die Inkompatibilitäten der hydrophoben Blöcke eine größere Rolle spielen
als die hydrophilen Anteile. Auch das umkehrte Experiment wurde durchgeführt,
wobei die Polymere nun über den gleichen hydrophoben Block verfügten (PEG-
PDPAEMA und PMPC-PDPAEMA, das heißt A1B und A2B). Auch hier kommt es zur
Phasenseparation, obwohl dies auch darauf zurückzuführen sein könnte, dass die
hydrophoben Blöcke sehr unterschiedliche Längen von 70 beziehungsweise von nur
10Wiederholeinheiten aufweisen.[50]
Das Verständnis des Phasenseparationsverhaltens ist dabei nicht nur vom theo-
retischen Standpunkt interessant, sondern hat auch praktisch bedeutsame Konse-
quenzen. Während Mischungen aus PEG-PDPAEMA und PMPC-PDPAEMA im 50:50-
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Verhältnis schlechter in HDF-Zellen aufgenommen wurden als Vesikel aus den rei-
nen Einzelkomponenten, zeigten Mischungen im 25:75 und 75:25-Verhältnis eine
signifikant verbesserte Zellaufnahme.
Dabei führte ein 25:75-Verhältnis zu einer besonders schnellen Internalisierung,
wobei jedoch nur sehr wenige Vesikel pro Zelle aufgenommen wurden. Bei 75:25
konnte gegenteiliges Verhalten festgestellt werden: hier erfolgte die Aufnahme etwas
langsamer, aber es wurden pro Zelle größere Mengen an Vesikeln aufgenommen.[50]
Jedoch kann auch die Art und Weise der Mischung der BCPs vor der Assemblie-
rung einen Einfluss auf Phasenbildung haben. Dazu benutzen Ruiz-Pérez einerseits
die Vormischung von PMPC-PDPAEMA und PEG-PDPAEMAwährend der Filmbildung
für die »thin film rehydration« und setzten andererseits Polymerisation-induced Self-
Assembly (PISA) ein (siehe Abs. 1.2.2). Dafür wiederum polymerisierten 2-Hydroxy-
propylmethacrylat (HPMA) mittels RAFT gleichzeitig von einem PMPC- und einem
PEG-Makroinitiator aus. Als weitere Besonderheit führten sie kovalent-gebundene In-
dium-Komplexe in den PMPC-Blöcken ein, um den Phasenkontrast im TEM sichtbar
zu machen.[52]
Im Vergleich zeigten die Vesikel, welche mittels der PISA-Technik gebildet wurden,
eine langsamere Phasenseparation von 60Tagen bis zur vollständigen Entmischung.
Dies wird darauf zurückgeführt, dass sich während der Filmbildung bereits kleine-
re Cluster ausbilden, welche eine schnelle Entmischung mit spinodalen Mustern er-
möglichen, wohingegen für die PISA-Methode eine binodale Entmischung postuliert
wird.[52]
Eine weitere Möglichkeit die Morphologie der Vesikel zu verändern, ist die Mi-
schung von Homopolymer und Blockcopolymer. Tan und Mitarbeiter setzten dazu
neben dem Makroinitiator zur BCP-Synthese auch einen niedermolekularer Initia-
tor zur Homopolymer-Synthese ein. Auf diese Weise synthetisierten sie PS mittels
RAFT ausgehend von einem PEG-Makroinitiator (PEG-PS) und parallel dazu auch
als Homopolymer. Ohne die Mischung mit dem PS-Homopolymer wurden dabei gut
definierte Vesikel erzeugt, wohingegen bei Zusatz von kleineren Anteilen an Ho-
mopolymer Vesikel mit Poren und Unregelmäßigkeiten der Membrandicke gebildet
wurden.[77]
In vielen Fällen wurden Blends von verschiedenen Blockcopolymeren in der Ab-
sicht verwendet, Poren in der Vesikelmembran zu erzeugen oder zumindest ihre
Permeabilität zu verändern. Da bei diesen Beispielen die Durchlässigkeit gegenüber
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Cargo-Molekülen im Vordergrund steht, werden sie in Abschnitt 2.2.2 im Detail dis-
kutiert.
Miktoarm-Sternpolymere
Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben können phasen-separierte Vesikel,
sogenannte »patchy polymersomes«, interessante Zellaufnahme-Eigenschaften besit-
zen. Allerdings stellen die Entmischungsvorgänge ein Problem dar, selbst wenn diese
kinetisch oft vergleichsweise langsam ablaufen.[50] Eine Möglichkeit Langzeit-stabile
»patchy polymersomes« zu generieren, ist die Verwendung von Miktoarm-Sternpo-
lymeren, zum Beispiel vom Typ A1A2B (siehe Abb. 2.1).
So synthetisierte Jens Gaitzsch Sternpolymere mit zwei hydrophilen Armen aus
PEG sowie PMPC, wobei der hydrophobe Arm aus PDPAEMA bestand. Diese Sternp-
olymere wurden zusammen mit dem regulären BCP PMPC-PDPAEMA zu gemischten
Polymersomen assembliert. Auf dieses Weise war nicht nur die Herstellung von Po-
lymersomen mit phasen-separierter Oberfläche möglich, sondern es konnte auch die
Größe und Gestalt der PEG-Domänen über das Verhältnis von Stern- und Diblock-
Polymeren gesteuert werden.[78]
Es existieren nur wenige weitere Beispiele für Polymersome auf der Basis von Mik-
toarm-Sternpolymeren,[79–81] da die Synthese solcher Polymere insbesondere imHin-
blick auf die Vermeidung von zwei-armigen Nebenprodukten oder die Kontrolle der
exakten Zusammensetzung in vielen Fällen sehr komplex und herausfordernd ist.
2.1.2 Triblockcopolymere
Bei Triblockcopolymeren kann man zwischen dem ABA-Typ und dem ABC-Typ un-
terscheiden (siehe Abb. 2.1). Der ABA-Typ wird häufig zum Beispiel von den Arbeits-
gruppen von Palivan und Meier eingesetzt,[82,83] da solche Polymere im Vergleich
zu AB-Polymeren ohne zusätzlichen Aufwand synthetisiert werden können, sofern
der hydrophobe B-Block als bifunktioneller Initiator vorliegt. Der ABC-Typ hingegen
benötigt eine dreistufige Polymerisation.
ABA-Triblockcopolymere
Der größte Unterschied zwischen BCPs vom Typ AB und ABA liegt in den mög-
lichen Konformationen, welche die Polymere in der Membran annehmen können.
Während bei AB-BCPs nur Doppellagen beziehungsweise verschränkte Doppellagen
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in Frage kommen,[85] können ABA-BCP, wie in Abbildung 2.3 dargestellt ist, in U-
oder in I-Konformation vorliegen.[12,84]
Ein umfangreicher Vergleich der
Abb. 2.3: U- und I-Konformationen von ABA-
BCPs in der Vesikelmembran. Wie-
dergabemit Genehmigung aus [84],
©2002 American Chemical Society.
Membrancharakteristika wurde
von Itel am Modell von Polymeren
aus PDMS und PMOXA erbracht.[86]
Es konnte gezeigt werden, dass
ABA-Polymere langsamer als AB-
Polymere innerhalb der Membran
diffundieren, obwohl die betreffen-
den Membranen gleich dick waren.
Die Mobilität der ABA-Polymerket-
ten ist also deutlich herabgesetzt,
wobei hauptsächlich die I-Konfor-
mation die Diffusion beeinträch-
tigt. Allerdings liegt der allergrößte Einflussfaktor nach wie vor in der Viskosität
beziehungsweise der Glasübergangstemperatur des hydrophoben Blocks. Besonders
wichtig sind auch die Erkenntnisse zur Membrandicke bei gleichem Polymerisations-
grad des B-Blocks. Trotz der gleichen Molmasse des B-Blocks sind die Membranen
aus ABA-Polymeren ungefähr halb so dick wie Membranen aus AB-Polymeren.[86]
ABC-Triblockcopolymere
Triblockcopolymere vom Typ ABC bieten vielfältige und komplexe Möglichkeiten,
Vesikel und ihre Membranen zu strukturieren und mit neuen Eigenschaften zu ver-
sehen. Im Falle von zwei hydrophilen Blöcken A und C lassen sich mit solchen Block-
copolymeren asymmetrische Membranen erzeugen, das heißt, dass die äußere Seite
der Vesikelmembran andere Eigenschaften als die inneren Seite aufweist.
Die Asymmetrie wird einerseits durch die Inkompatibilität der beiden hydrophi-
len Blöcke begünstigt. Diese versuchen sich weitgehend zu entmischen. Andererseits
werden die hydrophilen Blöcke oft mit unterschiedlichen Längen versehen. Durch die
höhere Krümmung auf der Innenseite des Polymersoms wird sich der kurze hydro-
phile Block vor allem ins Lumen ausrichten, während der lange hydrophile Block in
Richtung der äußeren Lösung orientiert ist (siehe Abb. 2.4). Diese Zusammenhänge
konnten für verschiedene BCPs bewiesen werden.[87,88]
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Abb. 2.4: Chemische Struktur eines Triblockcopolymer des ABC-Typs sowie sche-
matische Darstellung der daraus resultierenden Polymersome. Der jeweils
kürzere hydrophile Block orientiert sich aus sterischen Gründen zum Lu-
men des Vesikels. Wiedergabe mit Genehmigung aus [89], ©2009 Wiley-
VCH.
Abgesehen vom reinem Erkenntnisgewinn bei der Herstellung asymmetrischer
Polymersome können sie auch nützliche Eigenschaften aufweisen. So untersuchte
Blanazs die Zelltoxizität von asymmetrischen Vesikeln, welche aus BCPs der Struktur
PEG-b-PDPAEMA-b-PDMAEMA gebildet wurden (siehe Abb. 2.4).[89] Das Dimethyl-
aminoethylmethacrylat (DMAEMA) liegt dabei unter den experimentellen Bedingun-
gen protoniert vor und ist damit positiv geladen und wasserlöslich.
Vesikel aus BCPs mit einem kurzen PEG-Block weisen hier ein identisches Zeta-
Potential-Proﬁl aus wie Kontrolvesikel ohne PEG-Block. Dies kann darauf zurückge-
führt werden, dass alle PEG-Ketten ins Lumen der Vesikel orientiert sind. Durch den
kationischen Charakter des protonierten DMAEMA auf der Außenseite der Polymer-
some sind diese gegenüber HDF-Zellen stark toxisch. Bei Vesikel aus BCPs mit kürze-
rem PDMAEMA-Block orientieren sich im Gegenteil zum ersten System nun die PEG-
Blöcke nach außen. Dies führt zu einer wesentlich besseren Kompatibilität mit den
untersuchten Zellen. Die so synthetisierten Vesikel besitzen somit nicht nur eine ein-
stellbare Asymmetrie, sondern sind zudem aufgrund des Mittelblocks aus DEAEMA
auch pH-responsiv. Wenn der pH bei der Endocytose abgesenkt wird, deassemblieren
die Vesikel wiederum in ihre Polymerbestandteile.[89]
Ein weiteres Beispiel für die geschickte Nutzung von asymmetrischen Polymerso-
men wurde von Stoenescu beschrieben. Hier bauten die Autoren ein Tunnelprotein
aus der Gruppe der Aquaporine in die Membran der Vesikel ein.[90] Das verwendete
Aquaporin 0 war dabei genetisch so modiﬁziert, dass es auf einer Seite des Tunnels
einen sogenannten »His-Tag« besitzt. Damit konnte die Ausrichtung dieses Tunnel-
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proteins in der Membran untersucht werden. Die Vesikel bestanden dabei aus BCPs,
welche aus den Komponenten PEG, PDMS und PMOXA zusammengesetzt waren.
Für Liposome und Polymersome aus ABA-BCPs konnte keine Vorzugsorientierung
des Aquaporin 0 festgestellt werden. Die Bioporen besitzen hinsichtlich ihrer Rich-
tung eine Verteilung von 1:1. Für asymmetrische Vesikel (»ABC«) konnte hingegen
eine 70%-tige Vorzugsrichtung entgegen der physiologisch »normalen« Ausrichtung
beobachtet werden. Die physiologisch »normale« Ausrichtung beschreibt dabei die
Orientierung, welche diese Tunnelproteine in natürlichen, nicht-künstlichen Zell-
membranen annehmen.
Für invertiert-asymmetrische Vesikel (»CBA«) konnte das Gegenteil, eine 80%-
tige Ausrichtung in physiologisch »normaler« Orientierung nachgewiesen werden.
Schlussendlich wurde so eindrucksvoll bewiesen, dass die Asymmetrie der künstli-
chen Vesikel eine Ausrichtung von biologischen Tunnelproteinen bewirken kann.[90]
Auch wenn es sich bei den Arbeiten von Löbling nicht um klassische Polymerso-
me im wässrigen Medium handelt, geben sie doch einen Ausblick, welche Bandbreite
an Strukturen Vesikel aus ABC-Triblockcopolymeren formen können.[91] Die Autoren
verwendeten BCPs aus PS, PB und Poly(tert-butylmethacrylat) in unterschiedlichen
Zusammensetzungen, die sie in Mischungen aus Aceton und Isopropanol zu verschie-
denen Strukturen wie Mizellen, Würmern und Vesikel assemblierten.
Abb. 2.5: ABC-Triblockcopolymere zur Realisierung unterschiedlicher Submorpho-
logien der Vesikelmembran durch komplexe Phasenseparation. Die Abbil-
dung wurde [91] entnommen und unterliegt CreativeCommons Lizenz CC
BY 4.0
In Bezug auf vesikuläre Strukturen gelang es den Forschern die Phasenseparation
des dritten Blocks so zu kontrollieren, dass sie sphärische, zylindrische, bikontinu-
ierliche und lamellare Submorphologien erhielten (siehe Abb. 2.5). Anschaulich aus-
gedrückt sind dies Polymersome, deren Membranen runde Flecken (sphärisch) oder
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Streifen (zylindrisch) aufweisen. Bei bikontinuierliche Membranen bilden die bei-
den Polymerphasen zwei sich interpenetrierende Netzwerke, wohingegen sich die
lamellaren Morphologien mit den vorangegangenen asymmetrischen Membranen
vergleichen lassen.
Die Tatsache, dass dieses Polymer nur in Mischungen organischer Lösungsmittel
assembliert werden kann, schließt imMoment noch biomedizinische oder biotechno-
logische Anwendungen aus. Nichtsdestotrotz zeigen dieses Ergebnisse Möglichkeiten
auf, die Morphologie der Vesikeloberfläche einzustellen, wobei als wesentlicher, be-
stimmender Faktor nur die BCP-Zusammensetzung angepasst werden muss.
2.2 Einfluss der Blockcopolymere auf die Permeabilität
der Vesikel
Für sehr viele Anwendungen von Polymersomen ist ein gezielter Stoffaustausch mit
der Umgebung unabdingbar. Dafür muss die Permeabilität der Vesikelmembran cha-
rakterisiert und im besten Fall an die jeweilige Aufgabe angepasst werden. Bei »Drug-
Delivery«-Systemen zum Beispiel sollen die Wirkstoffmoleküle mit kontrollierter Ki-
netik aus den Polymersomen freigesetzt werden. Bei Bionanoreaktoren müssen die
Substrate die Vesikelmembran durchqueren, um zum eingeschlossenen Enzym zu
gelangen.
Im Allgemeinen hängt die Permeabilität derMembran von Polymersomen von ihrer
Dicke ab,[92] welche wiederum von der Molmasse der verwendeten BCPs abhängt.[73]
Darüber hinaus sind allgemeingültige Betrachtungen aber sehr schwierig, da die Ei-
genschaften des jeweiligen BCPs die Durchlässigkeit der Membran bestimmen. Im
Zusammenhang damit ist ebenfalls die diffundierende Substanz und deren Eingen-
schaften von enormer Bedeutung.
Im Folgendem soll zunächst auf die intrinsische Permeabilität von Vesikeln in Ab-
hängigkeit der eingesetzten BCPs eingegangen werden. Da nur wenige BCPs eine
für die Praxis relevante Diffusion aus oder in die Polymersome erlauben, werden im
Anschluss verschiedene Möglichkeiten zur »Permeabilisierung« der Vesikelmembran
vorgestellt. Dies kann zum Beispiel durch die gemeinsame Assemblierung von per-
meablen und nicht-permeablen BCPs geschehen, sowie durch den Einbau von biologi-
schen Tunnelproteinen.Dieses Themengebiet wurde von Le Meins et al. umfassend
in einem Übersichtsartikel behandelt, welcher aber bereits 2007 erschien.[93]
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2.2.1 Intrinsische Permeabilität von Vesikelmembranen
Die Bezeichnung »intrinsisch« meint an dieser Stelle, dass die Membran der Polymer-
some nicht modifiziert oder verändert wurde, sodass nur die Eigenschaften des BCPs
zum tragen kommen. Leider existiert für Untersuchungen zur Permeabilität von Ve-
sikeln keine Referenz- oder Standard-Substanzen, deren Diffusionsgeschwindigkeit
für verschiedenen BCPs verglichen werden könnte.
In Abbildung 2.6 ist zunächst noch einmal der Zusammenhang zwischen Länge des
hydrophoben Blocks, Dicke der Membran (unter Vernachlässigung der hydrophilen
Anteile) und der schlussendlichen resultierenden Permeabilität dargestellt. Im Hin-
blick auf den Zusammenhang von Molmasse des hydrophoben Blocks und Membran-
dicke ergeben sich je nach untersuchtem BCP unterschiedliche Exponenten, welche
zwischen 0,5 (Knäuel-Konformation) und 1 (vollständig gestreckte Kette) liegen.[93]
Abb. 2.6: Membrandicke in Abhängigkeit der Länge des hydrophoben Blocks ver-
schiedener BCP (links, Abbildung aus [93] unterliegt CreativeCommons
Attribution Lizenz) und Abhängigkeit der Membran-Permeabilität für Ve-
sikel aus PEG-b-PBO in Abhängigkeit der Membrandicke (rechts). Wieder-
gabe mit Genehmigung aus [92], ©2006 American Chemical Society.
In der rechten Hälfte von Abbildung 2.6 ist dann die Permeabilität als Funktion
der Membrandicke aufgetragen.[92] Battaglia et al. verwendeten dazu BCPs aus
PEG und PBO. Für eine spezifische Farbreaktion schlossen sie eine Komponente in
die Polymersome ein, während die zweite Substanz 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoesäu-
re) (DTNB) aus der umgebenden Lösung in die Vesikel hinein diffundieren muss-
te. Als Resultat konnte festgestellt werden, dass die Diffusionsvorgänge dem 1ten
Fick’schen Gesetz gehorchen.
Interessanterweise ist die Diffusion von DTNB in die Vesikel pH-abhängig. Dabei
ist die Permeabilität gegenüber DTNB bei leicht sauren pH Werten erhöht, da DT-
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NB als schwache Disäure hier vermehrt im neutralen Ladungszustand vorliegt. Für
Liposome kann dieser Effekt hingegen nicht beobachtet werden.[92]
Neben der Ausnutzung der eben erwähnten Farbreaktion existieren noch weitere
Methoden, die Permeabilität von Vesikeln zu untersuchen. Die einfachsten Techni-
ken beschäftigen sich dabei mit der Diffusion von Wassermolekülen durch die Vesi-
kelmembran. Eine vergleichsweise einfache Methode dazu ist die Veränderung der
osmotischen Bedingungen in der äußeren Lösung, worauf das Polymersom hinsicht-
lich seiner Größe durch Quellen oder Entquellen reagiert.
Diese Methode des osmotischen Schocks wendeten Rodriguez-Garcia und Mit-
arbeiter an, um Vesikel aus zwei grundverschiedenen Blockcopolymeren zu verglei-
chen. BCPs aus PEG und PB sollten dabei mit Pluronics-ABA-Triblockcopolymeren
verglichen werden.[94] Die ABA-Triblöcke bestehen hinsichtlich der beiden hydrophi-
len A-Teilen aus PEG, wobei der hydrophobe B-Block aus Polypropylenoxid besteht.
In Bezug auf osmotische Schocks reagieren die PEG-PB-Vesikel mit der Bildung
von Membran-Einstülpungen. Das Wasser im Inneren der Vesikel diffundiert also in
die äußere Lösung, wobei die Polymersome zeitgleich versuchen durch die Einstül-
pungen ihre Oberfläche konstant zu halten. Schlussendlich spalten sich sogar neue
Vesikel ab (siehe Abb. 2.7A). Aufgrund der Geschwindigkeit, mit der sich die Ve-
sikel an die neuen osmotischen Verhältnisse anpassen, kann man auf eine geringe
bis sehr geringeWasser-Durchlässigkeit schließen.Weitere Osmose-Experimente und
Fluoreszenz-Mikroskopie konnten zeigen, dass die PB-Vesikel auch für Farbstoffe wie
Calcein, Rhodamin, sowie Zucker und Ionen undurchlässig ist.
Abb. 2.7: Reaktion von Polymersomen aus PEG-b-PE-BCP auf osmotischen Schock:
Einstülpungen der Membran und Teilung der Vesikel (A, Wiedergabe mit
Genehmigung aus [94],©2011 Royal Society of Chemistry. ) oder explosi-
onsartige Deassemblierung der Vesikel (B, Wiedergabe mit Genehmigung
aus [95], ©2017 Wiley-VCH. ).
Im völligen Gegenzug dazu reagieren die Pluronics-Vesikel überhaupt nicht auf
die Veränderungen der osmotischen Bedingungen. Selbst bei Konzentrationen von
1M an NaCl, Saccharose oder Glukose bleiben die Polymersome unverändert.
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Die Pluronics-Membranen bieten gegenüber Salzen, Zuckern und auch gegenüber
den untersuchten Farbstoffen keine beziehungsweise eine leicht zu überwindende
Diffusionsbarriere.[94]
Die Wasserdurchlässigkeit ihrer Vesikel aus PEG-PB-BCPs stand für die Gruppe
von Lecommandeux wahrscheinlich nicht im Vordergrund, als sie photo-aktive Sub-
stanzen wie zum Beispiel Calcein in die mehrere Mikrometer großen Polymersome
einkapselten.[95] Unter Einstrahlung von Laser-Licht der korrekten Wellenlänge bil-
det jedoch das Calcein reaktive Sauerstoffspezies, sodass die Konzentration im Inne-
ren der Vesikel und damit der osmotische Druck steigt.
In der Folge explodieren die Polymersome regelrecht (siehe Abb. 2.7), sodass
geschlussfolgert werden kann, dass die Membranen den Konzentrationsgradienten
nicht durch Diffusion von Wasser schnell genug ausgleichen können. Diese Polymer-
some sind also nahezu undurchlässig für H2O.
[95]
Ähnliche wie bei Rodriguez-Garcia et al. haben auch andere Gruppen über mor-
phologischen Transformationen durch Veränderung der osmotischen Bedingungen
der osmotischen Bedingungen berichetet. Abdelmohsen und Kollegen beobachte-
ten bei ihren Polymersomen mit steigendem Salzgehalt eine Veränderung der Gestalt
von runden Vesikel hinzu Würmern oder Nanoröhren.[96] Dabei blieb die Flächenin-
halt der Polymersom-Oberfläche näherungsweise konstant, aber das innere Volumen
nahm durch die Diffusion von Wasser ab.
Allerdings konnten diese Morphologieveränderungen nur bei 4  C beobachtet wer-
den. Diese Temperatur liegt unterhalb der Glastemperatur des verwendeten hydro-
phoben Blocks aus ataktischen Poly(lactid) (PLA), sodass neben einer Mindestdurch-
lässigkeit für Wasser auch eine gewisse Steifigkeit der Membran für solche Morpho-
logiewechsel notwendig erscheint.
Neben den eher qualitativen Beobachtungen können solche Experimente auf Basis
der Größenänderung durch Osmose auch quantitativ ausgewertet werden.[97] Eini-
ge Ergebnisse aus der Literatur sind in Tabelle 2.1 zusammengestellt. Es zeigt sich,
dass fast alle untersuchten Vesikel deutlich geringere Permeabilitäten als natürliche
Liposome aufweisen. Insbesondere flexible und stark hydrophobe Polymere wie Po-
lybutylen (= Poly(1-buten)) oder PDMS lassen nahezu kein Wasser durch.
Allerdings wurden von Grzelakowski et al. neue Lichtstreu-Messungen mit-
tels »stopped-flow«-Technik durchgeführt, die deutlich unterschiedliche Werte
hervorbringen.[98] Für PMOXA-PDMS-PMOXA-Polymersome werden dabei eine
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Wasser-Permeabilität von 188µm/s ermittelt, welche sich von dem 8 Jahre zuvor
gemessenen Wert von 0,8µm/s erheblich unterscheidet. Allerdings wurde bei den
neueren Experimenten ein BCP mit nur halb so langem hydrophobem Block verwen-
det.
Die Autoren zeigen weiterhin, dass niedrige Signal-Rausch-Verhältnisse bei vie-
len vorangegangen Messungen zu sehr großen Fehlern führen können. Insbesondere
Proben mit signifikanten Anteilen an anderen Assemblaten wie Mizellen stören die
Messungen erheblich.[98]
Alternativ zu diesen Experimenten kann die Wasser-Permeabilität auch mit-
tels NMR durch Spin-Echo-Experimente mit gepulstem Feldgradienten bestimmt
werden.[99,100] Die Umrechnung der ermittelten Verweilzeiten in Permeabilitäten ist
dabei durch geometrische Näherungen und die völlige Unterschiedlichkeit der beiden
Methoden nur begrenzt sinnvoll.
Tab. 2.1: Permeabilität von Vesikeln aus unterschiedlichen BCPs gegenüber Wasser.
Die Werte wurden bei Raumtemperatur durch die Größenänderung der
Vesikel nach osmotischem Schock[97] oder durch NMR-Spin-Echo-Experi-
mente mit gepulstem Feldgradienten[99,100] ermittelt.
Blockcopolymer Molmasse Permeabilität Referenz
(g/mol) (µm/s)
natürliche Liposome - 25 bis 150 [101]
Poly(butylacrylat)-b-Poly(acrylsäure) 5500 71 [97]
PEG-b-Polybutylen 3900 2,51,2 [101]
PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA 10700 0,8 [102]
PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA mit
Tunnelproteinen (Aquaporin Z)
10 700 74 [102]
Verweilzeit*
(ms)
PEG-b-P2VP 7350 - [99]
PEG-b-Polyisopren 3350 120* [99]
PEG-b-PB 3340 96* [99]
PEG-b-PLA 5760 250* [99]
*Nach Umrechnung der Verweilzeiten  in Permeabilitäts-Koeffizienten (Pd)[100]
unter Berücksichtigung der Vesikelradien[99] ergibt sich in sehr grober Näherung
für alle drei BCP Pd 1 µm/s.
Auch bei den NMR-Untersuchungen zeigt sich, dass stark hydrophobe Polymere
wie die Kohlenwasserstoffe PB und Polyisopren eine starke Diffusionsbarriere für
Wasser darstellen.[99] Bei Poly(2-vinylpyridin) (P2VP) hingegen kann innerhalb der
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experimentellen Genauigkeit kein Unterschied zur Eigendiffusion vonWasser inWas-
ser gemessen werden. Diese Membran ist also im Gegensatz zu vielen anderen äu-
ßerst permeabel.
Die Autoren der Studie sind sich jedoch in Bezug auf die geringe Wasser-Permea-
bilität der Polymersome aus PLA nicht vollständig sicher. Die längere Verweilzeit,
das heißt die geringere Durchlässigkeit, wird laut ihrer Vermutung vor allem durch
die höhere Molmasse des PLAs und weniger durch seine chemischen Eigenschaften
verursacht.[99]
2.2.2 Permeabilität von gemischten Assemblierungen
Ahmed und Discher stellten 2004 ein Methode vor, um Polymersome auf der Ba-
sis von PEG-PB zu »permeabilisieren«.[103] Dazu mischten sie vor der Assemblierung
weitere BCPs aus PEG und PLA oder Polycaprolacton (PCL) unter das Hauptpoly-
mer. Anschließend assemblierten sie mittels »Thin-Film-Rehydration« Polymersome
im Mikrometer-Maßstab.
An diesen Vesikel konnte zunächst gezeigt werden, dass sie für Wassermoleküle
durchlässig sind. Analog zu den vorangegangen Bespielen werden auch diese Poly-
mersome bei Änderung des osmotischen Drucks durchWasserabgabe oder -aufnahme
größer oder kleiner. Die Permabilität für Wasser ist dabei eine wesentliche Vorausset-
zung, um die hydrolyse-empfindlichen PLA oder PCL Blöcke langsam hydrolysieren
zu können.
Als Nachweis wurde Fluoreszenz-markierte Saccharose eingekapselt und die an-
schließende Freisetzung untersucht. In gemischten Vesikeln erfolgt tatsächlich eine
langsame Freisetzung des Inhalts. Allerdings kommt es noch etwas später zur Deas-
semblierung der nunmehr leeren Vesikel.
Als zugrundeliegenderMechanismus wurde eine Porenbildung im Zuge der Hydro-
lyse des PLA postuliert. Es wurden Moleküle mit verschiedenen Molekulargewichten
eingekapselt und freigesetzt, wobei keine Freisetzung für große Dextrane (160 kDa)
erreicht wurde (siehe Abb. 2.8A). Mittels Umrechnung von Molmasse in Trägheits-
radus wurde eine Porengröße von 10nm Durchmesser ermittelt. [103]
Es sollte jedoch kritisch erwähnt werden, dass keine CryoTEM-Untersuchungen
zum Nachweis der Poren erfolgten. Inwieweit tatsächlich Öffnungen in der Mem-
bran auftreten, kann somit nicht abschließend geklärt werden. Alternativ wäre auch
eine Phasenseparation von PLA-Bereichen denkbar, welche eine andere Permeabilität
aufweisen als die PB-Membranen.
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Abb. 2.8: Freisetzung von Saccharose und Dextranen aus gemischten Vesikel mit der
Hauptkomponenten PEG-PB und variablen Anteilen an PEG-PLA: (A) Ab-
hängigkeit der Freisetzung von der Molmasse des Cargos (Vesikel mit 25%
PEG-PLA) und (B) Einstellung der Freisetzungskinetik durch den Anteil an
PLA-BCP. Wiedergabe mit Genehmigung aus [103], ©2004 Elsevier.
Die Kinetik der Freisetzung konnte mit dem Gehalt an PLA-BCP eingestellt werden
(siehe Abb. 2.8B).[103] Diese kinetische Kontrolle durch das Mischungsverhältnis von
PB- und PLA-Polymeren ist ein großer Vorteil dieses Systems. Die Tatsache, dass die
Vesikel einige Zeit nach der Freisetzung ihres Inhalts durch die fortschreitende Hy-
drolyse deassemblieren, kann für Anwendungen im Bereich »Drug-Delivery« durch-
aus zweckmäßig sein. So haben die Vesikelüberreste eine bessere Chance wieder aus
dem Körper ausgeschieden zu werden, ohne sich an sensiblen Stellen anzureichern.
Im Hinblick auf Anwendungen in der synthetischen Biologie aber ist die Selbst-Hy-
drolyse der Vesikel innerhalb weniger Tage nicht praktikabel.
Diese Art der Permeabilisierung wurde von der Discher-Gruppe mehrfach ange-
wendet. Dazu wurden die Wirkstoffe Taxol und Doxorubicin in die PEG-PB-Polymer-
some eingeschlossen, welche durch einen Anteil an PEG-PLA modifiziert waren. Auf
diese Weise konnten Tumore in Mäusen bekämpft werden.[104] Ebenfalls war es mit
Hilfe dieser Polymersome möglich Oligonucleotid-Sequenzen in vivo in Muskelzellen
und kurze Ribonukleinsäure-Stränge in vitro in Krebszellen zu transportieren.[105]
Die Methode der gemischten Assemblierung hat weitere Anwendung bei der Her-
stellung Vesikel-basierter Kontrastmittel für die Magnetresonanztomographie gefun-
den. Häufig werden dabei Gadolinium-Komplexe in die Vesikel eingekapselt.[106,107]
Je durchlässiger das Polymersom für Wasser oder Protonen ist, desto effektiver senkt
das Gadolinium die longitudinale Relaxationszeit T1 ab, was den Kontrast der Bilder
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erhöht.
Yan et al. verwendeten dazu als Hauptkomponente ihrer Vesikel Polymere aus
PEG und PB, welche sie aber mit ABA-Triblockcopolymeren aus PEG und Polypropy-
lenoxid blendeten.[107] Dieses Pluronics-Triblockcopolymer bildet auch allein Poly-
mersome, die in anderen Arbeiten bereits sehr hohe Permeabilitäten gezeigt hatten
(siehe dazu S. 37 bzw. [94]).
Da die so permeabilisierten Polymersome eine schnelle Freisetzung von niedermo-
lekularen Substanzen zeigten, musste der Gadolinium-Komplex an hochmolekulares
Chitosan gebunden werden. Nach der Einkapselung dieser Komponente in die Vesi-
kel zeigten Polymersome mit 25%-tigem Anteil an PEG-PPO-PEG eine signifikante
Erhöhung der Relaxivität gegenüber Referenz-Polymersomen aus reinem PEG-PB.
Darüber hinaus wiesen alle Vesikel eine sehr gute Biokompatibilität auf.[107]
Einen ähnlichen Ansatz verfolgten auch Cheng et al., die allerdings Polymere
aus PEG und PCL zur Permeabilisierung verwendeten.[106] Die Hauptkomponente
bestand wieder aus PEG-PB. Auch hier konnte eine deutliche Absenkung der Re-
laxationszeit im Vergleich mit reinen PB-Vesikeln ermittelt werden. In Tierversu-
chen an Mäusen konnte weiterhin gezeigt werden, dass diese Polymersome eine lan-
ge Verweilzeit im Blut aufweisen, aber anschließend vergleichsweise effektiv über
die Nieren ausgeschieden werden. Dies kann auf die Hydrolyse-empfindlichen PCL-
Blöcke zurückgeführt werden, welche eine langsame Destabilisierung der Vesikel
herbeiführen.[106]
2.2.3 Einbau von Tunnelproteinen
Natürliche Zellmembranen und Liposome besitzen eine Vielzahl von Tunnelprotei-
nen, welche auch als Bioporen bezeichnet werden. In diesem Zusammenhang ist es
naheliegend, diese Tunnelproteine auch in Polymersome zu integrieren. Jedoch wei-
sen die Membranen von polymeren Vesikeln eine wesentlich größere Dicke als die
von Liposomen auf. Die Bioporen sind von ihrer Struktur her jedoch an die dünneren
Membranen der Liposome angepasst, wobei die Differenz derMembranstärken in der
Literatur vorwiegend als »hydrophobic mismatch« bezeichnet wird (siehe Abb. 2.9).
Der große Vorteil der Verwendung von Tunnelproteinen und ihr wesentliches Al-
leinstellungsmerkmal ist die exzellente Selektivität, mit der sie ganz bestimmte Mo-
leküle oder Ionen den Durchtritt ermöglichen und anderen nicht. Einige Beispiele
für Bioporen und ihre Permeabilität sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst. Weitere
Beispiele lassen sich in einem kürzlich erschienen Review-Artikel finden.[108]
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Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Insertion von Tunnelproteinen in die Mem-
bran von Polymersomen und der aus Membrandicke und Proteinlänge
resultierende »hydrophobic mismatch«. Die Abbildung stammt aus [109]
und unterliegt CreativeCommons Lizenz CC BY 4.0.
Allerdings bringt der Einsatz von Tunnelproteinen auch einige Herausforderungen
mit sich. Zunächst muss das eigentliche Tunnelprotein stabil genug sein, um isoliert
und angereichert zu werden. Weiterhin darf es seine Funktionalität während und
nach dem Einbaus in das Polymersom nicht verlieren. Insofern ist die Palette auf
stabile Tunnelproteine beschränkt, die in der synthetischen Biologie gut etabliert und
verstanden sind. In gewissen Grenzen und mit dem entsprechenden Aufwand ist es
aber auch möglich, die Bioporen molekular-genetisch an die Insertion in künstliche
polymere Membranen anzupassen.[110]
Auch an das BCP stellt der Einbau von Tunnelproteinen einige Anforderungen. Ob-
wohl die Vesikelmembran immer dicker ist als für die Bioporen ideal, konnte in vielen
Fällen der Einbau erfolgreich durchgeführt werden (siehe Tab. 2.2). Untersuchungen
zeigen jedoch, dass der »hydrophobic mismatch« ein definiertes oberes Limit besitzt.
Im Fall von Gramicidin als Protein (Länge 2,6 nm) ist die Insertion in Polymerso-
me aus PMOXA-PDMS-Triblöcken bis zu einer Membrandicke von 12,1 nm möglich.
Schon ab einer Dicke von 13,4 nm funktioniert der Einbau jedoch nicht mehr.[111] Bei
allen erfolgreichen Insertionen konnten keine Änderungen der Morphologie oder der
Größe festgestellt werden.
In weiteren Arbeiten konnte auch Ionomycin in diese Triblockcopolymere einge-
baut werden. Auch hier lag ein hoher »hydrophobic mismatch« von einer Proteinlän-
ge von 1,5 nm und einer Membranstärke von 10,7 nm vor.[112]
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In Bezug auf Aquaporin Z gibt es sogar Anzeichen, dass ein höherer
»hydrophobic mismatch« zu einer Erhöhung der Wasserdurchlässigkeit des Tun-
nelproteins führt. So zeigten Aquaporin Z-modifizierte PMOXA-PDMS-Triblock-
Membranen eine zunehmende Permeabilität, wenn ihre Dicke schrittweise von 5,2
bis hin zu 11,6 nm zunahm. Als mögliche Ursache vermuten die Autoren der Studie
eine leichte Verformung der Proteinstruktur in den dickeren Membranen.[109] Auch
Graff et al. konnten ein ähnliches Verhalten bei der Immobilisierung des Enzyms
Komplex I der Atmungskette (NADH-Dehydrogenase) feststellen.[113]
Tab. 2.2: Übersicht zu Tunnelproteinen, welche erfolgreich in Membranen polyme-
rer Vesikel integriert werden konnten.
Tunnelprotein Permeabilität Polymer Referenz
Aquaglyceroporin F Wasser,
Zuckeralkohole
*1 [58]
Aquaporin Z Wasser *1,*2 [72, 102, 109], [90]
Aquaporin 0 Wasser *1,*3 [114]
ATP-Synthase H+ (Abgabe) *4 [59, 60]
Bacteriorhodopsin H+ (Aufnahme) *4 [59, 60]
FhuA (Tunnelprotein
aus E. coli)
Ferrichrome *5 [110]
Gramicidin H+, Na+, K+ *1 [111]
Ionomycin Ca2+ *1 [112]
Komplex I (NADH-
Dehydrogenase)
H+,
Elektronentransfer
*1 [113]
»outer membrane
protein F« (OmpF)
Moleküle bis 600Da *1 [61, 68, 115, 116]
*1 PMOXA-PDMS-PMOXA *2 PEG-PDMS-PMOXA *3 PEG-PB
*4 PEOXA-PDMS-PEOXA *5 PIB-PEG-PIB [sic!][110] (PIB = Poly(isobuten))
Die Frage, wie viele Tunnelproteine eine Vesikelmembran aufnehmen kann und
was die Folgen sein können, wurde von Kumar et al. untersucht.[114] Dabei wurden
Aquaporin 0 als Biopore und PMOXA-PDMS-Triblöcke als auch Diblockcopolymer aus
PEG und PB verwendet. Das Blockverhältnis der verwendeten PEG-PB-BCPs ist zu
klein, sodass dieses Polymere ohne weiteres gar keine Vesikel ausbilden. Erst durch
Zugabe der Tunnelproteine nimmt der Gesamtanteil der hydrophoben Komponenten
soweit zu, dass Vesikel gebildet werden. Bei weiterer Erhöhung wird die Krümmung
der Membran immer geringer, bis nur noch flache Strukturen ausgebildet werden.
Weiterhin kommt es bei hohem Proteinanteil zur Bildung von zweidimensiona-
len Aquaporin 0-Kristallen. Dies kennzeichnet deutlich das Limit der Insertion von
Bioporen für diese Systeme. Auch für die PMOXA-PDMS-Diblockcopolymere treten
vergleichbare Änderungen der Vesikelmorphologie bis hin zu planaren Membranen
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mit 2D-Proteinkristallen auf. Der wesentliche Unterschied besteht darin, dass sich
diese BCPs auch ohne Aquaporin 0 bereits zu Vesikel assemblieren lassen.[114]
Neben der experimentellen Umsetzung haben sich auch verschiedene Studien mit
der Simulation von Tunnelproteinen in der Membran von Proteinen beschäftigt.
Dabei stellte sich heraus, dass die Flexibilität der Polymerketten beziehungswei-
se die Viskosität des hydrophoben Blocks ein wichtiger Faktor ist.[117,118] Um den
»hydrophobic mismatch« auszugleichen, müssen die Polymerketten umgelagert wer-
den, sodass lokal eine dünnere Membran entsteht (siehe Abb. 2.9). Bei diesem Pro-
zess vergrößert sich auch die hydrophil-hydrophob-Grenzfläche. Diese Flexibilität
des Polymers ist dabei auch ein wesentlicher Unterschied zu Liposomen. Dort liegen
die Kohlenwasserstoffketten vollständig gestreckt und vergleichsweise rigide vor, so-
dass eine Komprimierung der Membran schwerer möglich ist.[117]
Wie aus Tabelle 2.2 und aus der weiterführenden Literatur[108] ersichtlich wird, ist
PMOXA-PDMS-PMOXA das meist-verwendete Polymersystem zu Insertion von Tun-
nelproteinen. Eine der sehr seltenen Ausnahmen der Verwendung von Triblöcken
allgemein sind die PEG-PB-Polymere von Kumar et al.[114] Allerdings weisen die-
se BCPs im Vergleich zu den in derselben Studie eingesetzten Triblöcken (PMOXA-
PDMS) nur ein Viertel bis ein Sechstel der Molmasse auf.
An den Triblöcken aus PMOXA und PDMS lassen sich auch die wichtigsten Anforde-
rungen der Bioporen-Insertion an die BCP-Systeme zusammenfassen. Einerseits soll-
te der »hydrophobic mismatch« durch eine dünne Vesikelmembran verringert wer-
den. In dieser Hinsicht sorgt die ABA-Triblock-Architektur im Vergleich zu einem
analogen AB-Diblock für eine deutlich geringe Membrandicke bei gleicher Molmasse
(siehe Abs. 2.1.2). Andererseits muss der hydrophobe Block sehr flexibel sein, um
die lokale Einbettung des Tunnelproteins zu ermöglichen. Dabei weist PDMS eine
sehr niedrige Glasübergangstemperatur auf und besitzt oberhalb dieser eine hohe
Kettenbeweglichkeit.
2.2.4 Sonstige Methoden der Permeabilitätsveränderung
Eine interessante Methode um die Permeabilität von besonders undurchlässigen
BCPs zu erhöhen, wurde Spulber et al. vorgestellt.[119] Die Autoren untersuchten
dabei die weit verbreiteten Polymere PMOXA-PDMS-PMOXA und PEG-PB, welche sie
jeweils mittels »Thin-Film-Rehydration« zu Vesikeln assemblierten. Bei diesem Vor-
gang kapselten sie das Enzym HRP ein.
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Um die Membranen nur für die Substrate des Enzyms durchlässig zu machen, ver-
wendeten Spulber und Kollegen das photo-aktive Molekül 2-Hydroxy-4’-2-(hydro-
xyethoxy)-2-methylpropiophenon. Dieser Photoinitiator bildet unter Einstrahlung
von UV-Licht Radikale, welche dann mit den Membranen der Polymersome rea-
gieren. Durch diese Reaktion wird die Hydrophilie der Membran erhöht. Eine Ver-
netzung der Vesikel wird mittels einer niedrigen Konzentration des Photoinitiators
vermieden.[119]
In der Tat konnten die Autoren im Anschluss an die »Photo-Permeabilisierung« En-
zymaktivitäten messen, da die Substrate nun in der Lage waren die Membranen zu
überwinden. Zusätzlich konnten die Autoren einen weiteren Zusammenhang fest-
stellen, als sie verschiedenen Substrate untersuchten. Je hydrophober das Substrat-
Molekül ist, desto schneller diffundiert es durch die Membran, wobei in dieser Ver-
öffentlichung die Wasserlöslichkeit der Substrate als Maß ihrer Hydrophobizität an-
gewendet wurde.
Diese Methode der »Photo-Permeabilisierung« funktioniert sowohl mit PMOXA-
PDMS-PMOXA als auch mit PEG-PB und scheint dementsprechend breit anwendbar
zu sein. Ebenfalls reichen nur 30 s Bestrahlungsdauer für die Durchführung aus, was
die eingeschlossenen Enzyme nicht übermäßig belasten sollte. Trotz dieser Vortei-
le hat die Technik wenig Verbreitung gefunden. Vermutlich ist dies unter anderem
darauf zurückzuführen, dass ein vollständiges Entgasen der Lösung vor der Belich-
tung zwingend erforderlich ist, um problematische Nebenreaktionen der gebildeten
Radikale mit Sauerstoff zu vermeiden.[119]
2.3 Zusammenfassung
Die Eigenschaften von Polymersomen werden in großemMaße durch die Eigenschaf-
ten ihrer Grundbausteine, der BCPs, bestimmt. Dabei kann die Architektur die Mor-
phologie der Vesikel beeinflussen. Auf dieses Weise lassen sich mit Triblockcopoly-
meren asymmetrische Membranen erzeugen, welche an der inneren Oberfläche an-
dere Eigenschaften aufweisen als an der äußeren Oberfläche.[89,90] Mischungen aus
verschiedenen BCPs dagegen können Phasen-separierte Membranen bilden.[50,78]
Die chemischen Eigenschaften der BCPs bestimmen maßgeblich die Durchlässig-
keit beziehungsweise Permeabilität von Vesikelmembranen.[93] Dabei führt eine ho-
he Molmasse zu einer dickeren Membran, die damit weniger durchlässig ist.[73,92] Im
Allgemeinen behindern insbesondere stark hydrophobe und flexible (niedriger Tg)
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Polymere die Diffusion aus und in die Polymersome.[97,99] Allerdings lässt sich die
Permeabilität nur für einzelne, jeweils getestete Substanzen angeben, welche in der
Literatur zumeist sehr verschieden sind.
Zur dauerhaften Veränderung der Durchlässigkeit von Vesikelmembranen existie-
ren verschiedene Möglichkeiten. Einerseits kann die Phasenseparation innerhalb der
Membran ausgenutzt werden, wenn ein BCP mit höherer Permeabilität zu einem un-
durchlässigen BCP gemischt wird.[103,106] Andererseits können auch chemische Re-
aktionen am assemblierten Vesikel die Durchlässigkeit dauerhaft ändern.[119]
Weit verbreitet ist ebenfalls der Einbau von biologischen Tunnelproteinen. Dabei
wird fast immer ausgenutzt, dass BCPs vom ABA-Typ bei gleicher Molmasse des B-
Blocks dünnere Membranen ausbilden als vergleichbare AB-BCPs.[86] Weiterhin wer-
den meist flexible Polymere zur Immobilisierung von Bioporen eingesetzt, da sie den
sogenannten »hydrophobic mismatch« besser ausgleichen können.[117] Die Tunnel-
proteine sind aufgrund ihres Designs meist außerordentlich selektiv und lassen oft
nur ganz bestimmte Moleküle oder Ionen hindurch.[108]
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Im vorherigen Abschnitt wurde die intrinsische Permeabilität von Polymersomen nä-
her diskutiert, wobei sich die Betrachtung auf Systeme beschränkte, bei denen sich
die Permeabilität der Vesikelmembranen nicht ändert. Hier sollen nun Literaturar-
beiten vorgestellt werden, die eine schaltbare Durchlässigkeit der Polymersome be-
schreiben. Als »Schalter« werden dabei verschiedene Stimuli wie pH-Wert, Tempera-
tur, Licht, magnetische Felder, Konzentrationen von Chemikalien oder sogar Kombi-
nationen daraus eingesetzt.
Die Herstellung stimuli-responsiver Vesikel ist in der Literatur gut etabliert, was
sich in der großen Anzahl von Übersichtsartikeln widerspiegelt.[120–124] Jedoch än-
dert sich oftmals mit der Anwendung des Stimulus die Löslichkeit der BCPs, wo-
raufhin eine Deassemblierung der Vesikel einsetzt.[125] Für viele Anwendungen ist
es jedoch erforderlich, dass die vesikuläre Struktur erhalten bleibt. Zum Beispiel bei
einem Nanoreaktor ist es essentiell, dass die darin enthaltenen, katalytisch aktiven
Spezies geschützt im Lumen des Polymersoms verbleiben.
Um die Permeabilität von Vesikeln durch äußere Stimuli zu verändern und zu
schalten, ohne die strukturelle Integrität der Vesikel zu gefährden, haben sich bis-
her zwei wesentliche Strategien herausgebildet. Einerseits können die Polymersome
chemisch quervernetzt werden, sodass bei der Anwendung des Stimulus eine Quel-
lung der Vesikelmembran stattfindet. Durch die Aufweitung des Netzwerkes bezie-
hungsweise die Aufnahme von Wasser wird die Membran auch für andere Moleküle
beziehungsweise Partikel durchlässig.
Andererseits sind Systeme entworfen worden, bei denen der angewendete Stimu-
lus nicht auf das komplette Vesikel wirkt, sondern nur auf einen kleinen Abschnitt der
Membran. Dadurch wird diese lokal zwar gegebenenfalls durchlässig, aber die Sta-
bilität des gesamten Polymersoms bleibt erhalten. So kann auf eine Quervernetzung
der Vesikel verzichtet werden. Beide Ansätze werden in den folgenden Abschnitten
diskutiert.
48
3.1 Stimuli mit lokal begrenzter Wirkung
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Bei dieser Strategie soll der eingesetzte Stimulus nur an einem kleinen Teil der Vesi-
kelmembran wirken, sodass nur dort eine Permeabilitätsänderung auftritt. Der über-
wiegende Rest des Polymersomes bleibt unbehelligt und kann damit für die struktu-
relle Integrität sorgen.
Im einfachsten Fall wird die Membran dazu mit Nanopartikeln oder Tunnelpro-
teinen modifiziert, welche eine Responsivität aufweisen. Weiterhin kann auch die
Assemblierung von zwei oder mehr phasen-separierenden BCPs ausgenutzt werden,
wobei sich der Stimulus nur auf die Minderheitskomponente auswirkt. Schließlich
kann der Stimulus auch in so präzise dosierten Maßen eingesetzt werden, dass die
Membraneigenschaften verändert werden, ohne das Polymersom zu deassemblieren.
Bisher ist dies nur für CO2-responsive Vesikel berichtet worden.
[126,127]
3.1.1 Nanopartikel und responsive Tunnelproteine
Von einer zielgerichteten Einführung von Responsivität in Tunnelproteine und deren
Einbau in Vesikel berichteten Tomaž Einfalt und Kollegen (siehe Abb. 3.1).[116] Ein-
falt verwendete PMOXA-PDMS-Triblockcopolymere, welche er mittels OmpF per-
meabilisierte. Zuvor wurde das Tunnelprotein jedoch durch eine chemische Modi-
fikation an einer Aminosäure im Bereich der Pore so verändert, dass die Diffusi-
on durch diese Pore gehemmt wird. Dabei beinhaltet die Modifikation eine Hydra-
zon-Bindung, welche bei pH  5,5 hydrolysiert und so die Pore im Tunnelprotein
öffnet.[116]
Durch Einkapselung von HRP konnte auf diese Art undWeise ein Nanoreaktor rea-
lisiert werden, dessen Aktivität bei einem pH-Wechsel zu leicht sauren Bedingungen
»eingeschaltet« wird, da durch die Öffnung der blockierten Tunnelproteine eine Dif-
fusion in die Vesikel ermöglicht wird.[116] Mit der Verschiebung der Stimuli-Respon-
sivität vom BCP auf das Tunnelprotein kann auf eine Quervernetzung der Vesikel
verzichtet werden. Allerdings verbleibt das Problem, dass die verwendete Hydrazon-
Bindung gespalten wird, sodass ein erneutes Schließen der Pore nicht möglich ist.
Um vollständige Reversibilität zu erreichen, müsste die chemische Modifikation des
Tunnelproteins überarbeitet werden.
Formal gesehen wurde bereits bei der künstlichen ATP-Synthese (siehe S. 20) ein
System vorgestellt, bei dem ein Tunnelprotein in der Vesikelmembran auf einen
äußeren Stimulus reagiert. Das Protein ist dabei Bacteriorhodopsin, welches unter
der Einwirkung von Licht Protonen durch die Vesikelmembran befördert. So wird
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Abb. 3.1: Schaltbare Permeabilität von Polymersomen durch Modifikation des Tun-
nelproteins OmpF mit einer pH-labilen Blockade der Pore. Wiedergabe mit
Genehmigung aus [116], ©2015 American Chemical Society.
durch den Stimulus Licht das Polymersom für H+, allerdings ausschließlich für H+,
durchlässig.[59]
Abgesehen von (modifizierten) Bioporen können auch Nanopartikel verwendet,
um lokal begrenzte Responsivität in die Membranen einzuführen. Sanson et al.
setzten zu diesem Zweck superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel mit hydro-
phob modifizierter Oberfläche ein.[38] Diese Fe2O3-Partikel lagern sich bei der As-
semblierung der Polymersome aus Poly(glutaminsäure-b-trimethylencarbonat) in die
Vesikelmembranen ein. Dies führt dazu, dass die Vesikel dem Feldgradienten eines
magnetischen Feldes folgen und auch als Kontrastmittel für Magnetresonanztomo-
graphie verwendet werden könnten.
In dem hier erläuterten Zusammenhang ist es jedoch entscheidend, dass die
Fe2O3-Partikel in einem oszillierenden magnetischen Feld ihre Umgebung aufhei-
zen. Frühere Versuche mit analogen Vesikeln ohne Nanopartikel haben gezeigt, dass
das semi-kristalline Polymer Poly(trimethylencarbonat) bei moderater Erhöhung der
Temperatur teilweise aufschmilzt, wodurch sich die Durchlässigkeit der Membran
erhöht.[128] Durch die Fe2O3-Partikel kann dies nun lokal begrenzt realisiert werden.
Schlussendlich konnte so auch eine Freisetzung von Doxorubicin durch das oszillie-
rende magnetische Feld gezeigt werden. Allerdings ist der Release im Vergleich zum
ausgeschalteten Feld nur um den Faktor 2 schneller,[38] sodass man nur eingeschränkt
vom Aus- und An-Schalten der Permeabilität sprechen kann.
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3.1.2 Phasenseparation mit responsiven Subkomponenten
Wie bereits in Abschnitt 2.1.1 diskutiert kann bei der gemeinsamen Assemblierung
von zwei BCPs Phasenseparation in der Vesikelmembran auftreten. Die Gruppe um
van Hest nutzte dies aus, um Polymere mit pH- und Zucker-responsiven Gruppen
in die Membran von Vesikeln einzumischen.[129] Das Matrix-BCP besteht dabei aus
PEG und PS, wohingegen sich die responsive Unterschusskomponente aus PEG und
Poly(styrolboronsäure) zusammensetzt. Nach der gemeinsamen Assemblierung zu
gemischten Vesikeln können die Boronsäure-Einheiten unter leicht basischen Bedin-
gungenmit Zuckern (cis-Diolen) reagieren oder unter stärker basischen Bedingungen
hydroxyliert werden. Dadurch wird dieses Polymer vollständig wasserlöslich und ver-
lässt die Vesikelmembran. Dabei sollen sich kleine Poren bilden, welche die Diffusion
von Molekülen in das Polymersom erlauben.
Nach der Verkapselung des Enzyms Candida Antarctica Lipase B entsteht so ein
schaltbarer Bionanoreaktor. Über den Gehalt des Boronsäure-haltigen Polymers kann
so auch die Kinetik der katalysierten Reaktion gesteuert werden. Je mehr responsives
Polymer für die Assemblierung verwendet wurde, desto größer die generierten Poren
in derMembran beziehungsweise desto höher ihre Anzahl, sodass daraus eine höhere
Permeabilität und damit ein schnellerer Substratumsatz resultiert.
Allerdings muss man auch hier feststellen, dass diese Art der schaltbaren Permeabi-
lität nicht reversibel ist, da die einmal aus der Membran gelösten BCPs bei Abschalten
des Stimulus die Poren nicht wieder verschließen. Weiterhin benötigt der eigentliche
Schaltvorgang sehr viel Zeit. So dauert es bei pH 12,6 eine Stunde, um das Styrol-
boronsäure-Polymer zu entfernen und damit die Poren zu erzeugen. Bei pH 9,4 und
einer Fructosekonzentration von 100mM dauert dieser Vorgang sogar einen ganzen
Tag.[129]
Ein weiteres Beispiel für Phasenseparation als Strategie zur Porenbildung wurde
von Shi et al. vorgestellt.[130] Im Gegensatz zum vorgehenden Beispiel verwende-
ten die Autoren ein Triblockcopolymer mit zwei hydrophoben Blöcken anstelle ei-
ner Mischung von zwei BCPs. Als hydrophiler Block wurde DMAEMA eingesetzt,
welches als Makroinitiator für das PISA-Verfahren diente. Als zweiter Block wur-
de Benzylmethacrylat und als dritter Block ein Ferrocen-funktionalisiertes Mono-
mer (4-(Vinylbenzylferrocencarboxylat) verwendet. Diese beiden hydrophoben Blö-
cke sind inkompatibel und formen so eine Phasen-separierte Vesikelmembran (siehe
Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Poröse Vesikel aus Redox-responsiven Triblockcopolymeren: Ausbildung
einer homogenen Membran durch Oxidation und Neubildung der Poren
durch Reduktion der Ferrocen-Einheiten. Wiedergabe mit Genehmigung
aus [130], ©2016 American Chemical Society.
Durch die Phasenseparation werden außerdem Poren in der Membran gebildet,
wie in TEM-Aufnahmen ersichtlich wird. Allerdings ist der zugrundeliegende Mecha-
nismus noch weitgehend unklar. Die Ferrocen-Einheiten sind redox-responsiv, da die
Eisenatome oxidiert werden können, woraufhin der Komplexe eine positive Ladung
erhält. Wird dieser Stimulus, zum Beispiel durch die Zugabe von FeCl3, ausgelöst, ver-
schwinden die Poren und eine homogene Membran entsteht. Die Autoren vermuten,
dass sich in diesem Zustand eine geschichtete, mehrlagige Membran vorliegt. Nach
Reduktion der Ferrocene mittels SnCl2 bilden sich wieder poröse Vesikel aus. Dies
bedeutet, dass die Morphologieänderungen der Polymersome reversibel sind und
mehrfaches Schalten möglich sein sollte. Leider zeigen die Autoren keine Transport-
prozesse durch diese Poren, wie zum Beispiel eine Stimulus-induzierte Freisetzung
oder Aufnahme von Molekülen. Allerdings werden die TEM-Untersuchungen durch
N2-Adsorptions-Desorptionsmessungen gestützt.
[130]
3.1.3 Stabile CO2-responsive Vesikel
Bei einigen CO2-responsiven Polymersomen konnte ein reversibles Schaltverhalten
beobachtet werden. Die Vesikel bestehen dabei nur aus einem BCP, welches über nur
eine einzige Monomerspezies im hydrophoben Block verfügt. Trotz der Abwesen-
heit einer stabilisierenden, nicht-responsiven Komponente und trotz des Verzichts
auf Quervernetzung kommt es bei Anwendung des Stimulus nicht zu einer Deassem-
blierung der Vesikel.[126,127]
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Yan et al. synthetisierten ein BCP mit dem weitverbreiteten PEG als hydrophilen
Block.[126] Als hydrophoben Block verwendeten sie ausschließlich N-Amidino-dode-
cyl-acrylamid (siehe Abb. 3.3A). Die Amidino-Funktion kann dabei als Base fungieren
und ein Proton aufnehmen, welches bei der Reaktion von CO2 zu Hydrogencarbonat
beziehungsweise zu Carbonat freigesetzt wird.
Nach der Assemblierung der Vesikel untersuchten Yan und Kollegen zunächst die
Größe und die Membrandicke in Abhängigkeit von der Zeit, die CO2 durch die Poly-
mersomlösung geleitet wurde. Dabei nimmt der Radius der Vesikel mit der Zeit linear
zu. Ausgehend von einem Startwert von 60nm wachsen die Vesikel nach 30min
bis auf über 130 nm an. Die Membrandicke nimmt allerdings im Gegenzug von 23,5
bis auf 11,2 nm deutlich ab (siehe Abb. 3.3A). Die Autoren schlussfolgern daraus,
dass die protonierten Monomereinheiten den hydrophoben Teil verlassen und in die
hydrophile Hülle wechseln. Aus einem anderen Blickwinkel könnte man dies auch
als eine fortschreitende Protonierung der Membran beginnend von ihrer Oberfläche
aus nach innen hinein auffassen.
Abb. 3.3: CO2-responsive Polymersome auf Basis von Amidino-funktionalisierten
BCPs: (A) chemische Struktur, schematische Darstellung des Quellverhal-
tens, sowie Vesikelradius und Membrandicke in Abhängigkeit von der Zeit
der CO2-Behandlung; Wiedergabe mit Genehmigung aus [126], '2013
Wiley-VCH. (B) chemische Struktur, Freisetzung von Doxorubicin und
Quellzyklen. Wiedergabe mit Genehmigung aus [127], '2015 Royal So-
ciety of Chemistry.
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Wird nach CO2 wiederum N2 durch die Lösung geleitet, kehrt sich der Prozess um
und die Vesikel schrumpfen wieder auf ihre Ausgangsgröße. Dieses Verhalten wurde
bis zu fünf Mal wiederholt. Darüber hinaus wurde auch die Freisetzung aus den Ve-
sikeln heraus untersucht. Dazu wurde hochverzweigtes Poly(ethylenimin) (PEI) ein-
gesetzt. Bei kleineren Molmassen beziehungsweise Partikelgrößen (PEI-5) ist schon
nach 10min CO2-Behandlung eine signifikante Freisetzung zu beobachten, wobei
die größeren PEI-25 zu diesem Zeitpunkt die Vesikel noch nicht verlassen können.
Die Freisetzung dieser PEI-25 wird jedoch nach 30min CO2-Durchleitens ausgelöst.
Im Hinblick auf die Anwendung als Nanoreaktor wurden weitere Experimente mit
verkapseltem Myoglobin durchgeführt. Dabei wird die Diffusion von Glutathion und
Trypsin in die Vesikel hinein untersucht. Ohne den Einsatz von CO2 können beide
Stoffe nicht durch die Membran in die Polymersome gelangen, sodass am Myoglo-
bin keine Veränderungen beobachtet werden können. Nach kurzer CO2-Behandlung
jedoch reicht die Permeabilität zumMembrandurchtritt des Glutathions aus, worauf-
hin das Myoglobin unter Änderung seiner Farbe oxidiert wird. Zu diesem Zeitpunkt
kann das wesentlich größere Trypsin die Membran aber noch nicht überwinden. Dies
ist erst nach 15minütigem CO2-Durchleitens der Fall. Das Trypsin kann dann das
Myoglobin abbauen, woraufhin die charakteristische Farbe verschwindet.
Das von Yan et al. vorgestellte Polymersom-System ist damit reversibel schalt-
bar und verfügt über eine Membranpermeabilität, welche durch den Stimulus sehr
präzise eingestellt werden kann. Allerdings ist die Frage ungeklärt, was mit diesen
Vesikeln unter sauren Bedingungen passiert.
Ähnliche Experimente wurden auch von Zou und Yuan durchgeführt.[127] Als Mo-
nomer zur Synthese des hydrophoben Blocks kam jedoch para-Azidomethylstyrol
zum Einsatz, welches nach der Polymerisation durch eine polymeranaloge »Click«-
Reaktion mit Amindino-Gruppen funktionalisiert wurde. Als hydrophiler Block fand
DMAEMA Verwendung (siehe Abb. 3.3B).
In Abhängigkeit der Einwirkungszeit des CO2 konnte wie bei Yan et al. eine Zu-
nahme der Vesikelgröße festgestellt werden. Durch abwechselndes Durchleiten von
CO2 und Argon konnte dabei die Reversibilität des Prozesse bis zum dreimaligen Auf-
quellens nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.3B). Weiterhin konnte Doxorubicin in
die Polymersome eingekapselt werden. Die Freisetzung des Doxorubicin wird dabei
durch den CO2-Stimulus beschleunigt (siehe Abb. 3.3B).
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Die Arbeiten von Yan et al. und Zou et al. zeigen, dass es möglich ist, sti-
muli-responsive Vesikel mit reversiblem Schaltverhalten aus nur einer hydrophoben
Komponente herzustellen. Allerdings ist die Differenz der Membranpermeabilität für
Doxorubicin ohne und mit Stimulus nicht besonders stark ausgeprägt, sodass auch
ohne CO2 signifikante Mengen Wirkstoff freigesetzt werden (siehe Abb. 3.3B).
[127]
Bei Yan et al. hingegen wurde eine bemerkenswerte Kontrolle über die Membran-
eigenschaften unter Beweis gestellt.[126] Nicht nur die Dicke der Membran lässt sich
über den CO2-Stimulus steuern, sondern auch die Größe der Partikel, welche die
Membran passieren können, lässt sich dadurch einstellen.
Der angewendete Stimulus in Form des Durchleitens von gasförmigen CO2 ist zwar
experimentell elegant, da sich der Stimulus rückstandslos durch die Verwendung
von Argon oder N2 aufheben lässt. Im biomedizinischen Kontext jedoch scheint die
Anwendbarkeit stark begrenzt, da viele natürliche Umgebungen wie zum Beispiel die
menschliche Blutbahn keine hohen Konzentration von CO2 tolerieren.
3.2 Kombination von Responsivität und Quervernetzung
Ein besonders vielseitiges und leistungsfähiges Konzept ist die Kombination von Re-
sponsivität und Quervernetzung (»cross-linking«). In Bezug auf polymere Vesikel
sorgt der Stimulus in den meisten Fällen dafür, dass der hydrophobe Block wasserlös-
lich wird. Dies führt zu einer Quellung der Vesikelmembran, was ihre Permeabilität
und viele weitere Eigenschaften verändert. Die Quervernetzung verhindert dabei die
vollständige Deassemblierung der Polymersome und erhält ihre Form und Integri-
tät. Vergleichbar mit Hydrogelen bestimmt die Dichte der Vernetzungspunkte den
größtmöglichen Quellungsgrad der Membran.[131,132]
Allerdings wird die Quervernetzung von Polymersomen nicht nur mit responsiven
Eigenschaften verbunden. In vielen Fällen steht beim »cross-linking« die Stabilität
der Vesikel im Vordergrund. So sollen die Vesikel auch bei Verdünnung unterhalb
der kritischen Aggregatkonzentration intakt bleiben[133] oder die Anwesenheit von
Tensiden und anderen oberflächenaktiven Substanz aushalten.[134] Durch Vernet-
zung kann auch die mechanische Belastbarkeit der Vesikel, zum Beispiel gegenüber
Scherung, gesteigert werden.[135,136] Weiterhin soll eine vorzeitige beziehungsweise
unerwünschte Freisetzung von Cargo unterbunden[137] oder die Freisetzungskinetik
kontrolliert werden.[131]
Insgesamt werden viele verschiedene Strategien zur Quervernetzung angewendet,
wovon nachfolgend exemplarisch einige Ansätze vorgestellt werden. Dabei liegt der
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Fokus auf der Kombination der Vesikel-Quervernetzung undweiteren Stimuli-respon-
siven Eigenschaften. Die Einteilung erfolgt dabei nach der Methode der Vernetzung,
wobei zunächst nicht-kovalente Bindungen wie Wasserstoffbrücken-Bindungen dis-
kutiert werden. Anschließend werden Polymerisations- und Additionsreaktionen zur
Quervernetzung erläutert. Aufgrund der weiten Verbreitung und der hohen Praxisre-
levanz nehmen dabei Disulfid-Brücken und photochemische Reaktionen jeweils ein
eigenes Unterkapitel ein.
3.2.1 Nicht-kovalente Quervernetzung
Eine effiziente Methode der Quervernetzung von Temperatur-responsiven Polymer-
somen wurde von Yuting Li und Kollegen vorgestellt.[138] Während der hydrophobe
Block des BCPs ausschließlich aus N-Isopropylacrylamid (NIPAM) bestand, verwen-
deten die Autoren N-(3-Aminopropyl)methacrylamidhydrochlorid) für den hydro-
philen Block. Aufgrund der Protonierung sind diese Einheiten positiv geladen und
der Block besitzt damit die Eigenschaften eines Polyelektrolyten. Wird nun ein wei-
terer, anionisch geladener Polyelektrolyt, in diesem Fall ein Polyacrylamid mit Sul-
fonsäure-Seitengruppen, hinzugegeben, kann sich ein stabiler Polyelektrolytkomplex
ausbilden.
Diese Vernetzung der Vesikelhülle auf Basis ionischer Wechselwirkung erlaubt es
nun den Temperatur-Stimulus anzuwenden, ohne dabei eine Deassemblierung der
Vesikel auszulösen. Die Änderungen der Membraneigenschaften konnten dabei mit-
tels NMR verfolgt werden. Bei 25  C, das heißt unterhalb der »Lower Critical Solution
Temperature« (LCST), liegen die NIPAM-Einheiten gelöst vor und zeigen somit die
für das gelöste Polymer typischen Signale. Oberhalb der LCST bei 45  C kann eine
Verbreiterung der Signale beobachtet werden, was durch eine starke Verringerung
der Kettenmobilität erklärt werden kann. Eine Größenänderung der Polymersome in
Folge des Temperaturwechsels wurde jedoch von den Autoren nicht diskutiert.[138]
Anstelle der ionischen Wechselwirkungen können auch Wasserstoffbrückenbin-
dungen treten, welche für eine ausreichender Vernetzung polymerer Vesikel sorgen
können.[40] Xiaorui Wang und Mitarbeiter verwendeten dazu ein Monomer, bei wel-
chem die polymerisierbare Methacrylat-Gruppe über eine Carbamat-Bindung an eine
Spiropyran-Einheit gekoppelt wurde (siehe Abb. 3.4A). Dieses Spiropyran kann un-
ter dem Einfluss von kurzwelligem Licht (<420nm) eine Isomerisierung in die Me-
rocyanin-Form durchführen. Während die Spiropyran-Form weitgehend hydrophob
ist, besitzt die Merocyanin-Form als Zwitterion eher hydrophile Eigenschaften.
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Dieses funktionelle Spiropyran-Monomer bildet dabei den kompletten hydropho-
ben Block des BCPs, wobei PEG als wasserlöslicher Block eingesetzt wird. Nach der
Assemblierung von Polymersomen können die Membranen durch die Einstrahlung
von UV-Licht von hydrophob auf hydrophil geschaltet werden. Obwohl weitere ko-
operative Wechselwirkungen wie pi-pi-Stacking und elektrostatische Ionenpaare vor-
liegen, sind es die H-Brücken, welche den wesentlichen Beitrag zur Stabilisierung der
Vesikel im bestrahlten Zustand beitragen. Kontrollexperimentemit Carbonat-Linkern
an Stelle der Carbamat-Bindungen im Spiropyran-Monomer zeigen eine vollständige
Deassemblierung der Vesikel bei Bestrahlung.[40]
Abb. 3.4: Chemische Struktur des BCPs und schematische Darstellung der Assemb-
lierung, sowie des Licht-responsiven Schaltverhaltens (A). Freisetzung von
Floxuridin nach einmaliger UV-Bestrahlung (B) undwechselnder Einstrah-
lung von UV- und sichtbarem Licht (C). Wiedergabe mit Genehmigung aus
[40], ©2015 American Chemical Society.
Die Auslösung des Licht-Stimulus führt dabei zu einer Änderung der Membranper-
meabilität. Zum Nachweis konnten die Autoren das Wirkstoffmolekül Floxuridin (2’-
Deoxy-5-fluorouridin) in die Polymersome einkapseln und dann kontrolliert freiset-
zen (siehe Abb. 3.4B). Dabei ist keine dauerhafte Bestrahlung notwendig, da die ther-
mische Relaxation des Merocyanins in den Vesikeln deutlich langsamer von Statten
geht als beim freien Merocyanin in Lösung. Auch ein reversibles Ein- und Abschal-
ten der Freisetzung ist möglich, wenn Licht aus dem sichtbaren Wellenlängenbereich
eingesetzt wird, um die Merocyanin-Form wieder zur Spiropyranform zurück zu iso-
merisieren (siehe Abb. 3.4C).
Allerdings weist die Stimulus-gesteuerter Membranpermeabilität eine große und
teilweise unerwartete Selektivität auf. Trotz der exzellenten Kontrolle bei der Freiset-
zung von Floxuridin können weitere Moleküle wie Doxorubicin oder Calcein auch im
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bestrahlten Zustand nicht freigesetzt werden.[40] Die Autoren vermuten, dass diese
Moleküle zu groß sind, um durch die Membran diffundieren zu können.
Dieses Polymersom-System von Wang et al. besitzt damit trotz des Fehlens von
kovalenter Vernetzung alle gewünschten Eigenschaften. Die Membranpermeabilität
kann durch einen Stimulus reversibel hin- und hergeschaltet werden, ohne dass es
zu einer Deassemblierung der Polymersome kommt. Einzig die Tatsache, dass die
Permeabilität auf sehr kleine Moleküle wie Floxuridin (MW=246g/mol) beschränkt
ist, könnte bei einigen zukünftigen Anwendungen ein Problem darstellen.
3.2.2 Quervernetzung durch Polymerisations- und
Additionsreaktionen
Da zur Herstellung von vesikelbildenden BCPs eine gewisse chemische Expertise not-
wendig ist, ist es für die Forscher naheliegend, auch zur Quervernetzung der Po-
lymersome chemische Reaktionen wie Addition, Kondensation oder Polymerisation
einzusetzen. Dabei gehen viele Ansätze zunächst auf die Vernetzung von Vesikeln
ohne Responsivität zurück. Motivation war in diesem Bereich weniger die Änderung
oder Schaltung der Membranpermeabilität als vielmehr die Verbesserung der Stabi-
lität der Vesikel.
Polymerisationsreaktionen
Schon 2002 wurde über die Vernetzung der von Discher et al. entwickelten, weit
verbreiteten Vesikel auf Basis von PEG-b-PB berichtet. Aufgrund der Doppelbindun-
gen des Poly(butadien) können diese leicht durch freie radikalische Polymerisation
mittels K2S2O8-Redoxinitiator quervernetzt werden.
[139]
Auch die Bestrahlung mit UV-Licht unter zusätzlicher Verwendung eines kom-
merziellen Photoinitiators kann zur Quervernetzung von PB genutzt werden. Walt-
her et al. konnten dies an Vesikeln auf Basis von BCPs aus PB und P2VP
demonstrieren.[140] Für Polymersome aus PEG-b-PB konnte weiterhin auch eine er-
folgreiche Vernetzung mittels γ-Strahlung durchgeführt werden.[141]
Die ebenfalls weitverbreiteten, aber nicht responsiven Polymersome auf der Basis
von PMOXA-b-PDMS wurden auch mittels freier radikalischer Polymerisation ver-
netzt. Zu diesem Zweck wurden Methacryl-Endgruppen an den beiden PMOXA-Blö-
cken der ABA-Triblockcopolymere eingeführt.[133] Die Polymerisation in der Hülle
der Vesikel wurde dann durch UV-Bestrahlung ausgelöst.
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Eine ähnlichen Ansatz verfolgten Katz und Kollegen, welche Acrylat-Gruppen in
ihre BCP vom AB-Typ einbrachten. Hier befanden sich diese polymerisierbaren Grup-
pen jedoch am Ende des hydrophoben Blocks aus PCL, sodass die Vernetzungspoly-
merisation in der Membran und nicht in der Hülle stattfand.[137] Dabei wurde wie-
derum ein Photoinitiator verwendet. Im Gegensatz zu den vorangegangen Arbeiten
wurde hier auch die Permeabilität der Membran charakterisiert. Es zeigte sich, dass
durch die Vernetzung der Polymersome die Freisetzung von Doxorubicin im Vergleich
zu unvernetzten Vesikeln deutlich verringert werden konnte.[137]
Eine weitere, spannende Möglichkeit der Quervernetzung ist die Reinitiierung
der Polymerisation im fertigen Vesikel. Dazu stellten Hales et al. zunächst einen
RAFT-Makroinitator aus PLA her, mit dessen Hilfe sie den hydrophoben Block aus
NIPAM polymerisierten. Dieses BCP assemblierten sie zu Polymersomen, woraufhin
die RAFT-Polymerisation mit 1,6-Diacryl-hexan reinitiiert wurde.[142] Auf diese Wei-
se sollten die Vesikel an der Grenze zwischen Hülle und Membran vernetzt werden.
Die Temperatur-Responsivität des PNIPAM blieb bei diesem Prozess erhalten. Inter-
essanter Weise zeigten die Vesikel vor der Vernetzung eine Abnahme der LCST mit
abnehmenden Molekulargewicht.[142]
Additions- und Kondensationsreaktionen
Der Einsatz von Additionsreaktionen zur Quervernetzung der Membran von Po-
lymersomen ist zum Beispiel durch Epoxy-Gruppen im hydrophoben Block mög-
lich. Diese können dann mit Diaminen reagieren und so zur kovalenten Verbin-
dung der Polymerketten führen. Dies wurde am Beispiel von Vesikeln aus PEG-b-Po-
ly(glycidylmethacrylat) unter Verwendung von 1,6-Diaminohexan gezeigt.[143] Ähn-
liche Experimente wurden auch mit längeren Diaminen mit Molmassen von 2 kDa
und darüber durchgeführt. Hier kann auch eine Änderung der Vesikelmorphologie
durch Phasenseparation zwischen ursprünglichem BCP und den polymeren Diami-
nen beobachtet werden.[134] Durch unvollständigen Umsatz der Aminogruppen, das
heißt nur einer Gruppe eines Diamin-Moleküls, können die Vesikel mit dieser Quer-
vernetzungsmethode auch eine positive Oberflächenladung erhalten.[134]
Eine ähnliches Verfahren zur Quervernetzung wurde von Byard und Mitarbeitern
vorgestellt. Dabei wurden im hydrophoben Block der BCPs Keto-Gruppen eingeführt,
welche mit Adipinsäuredihydrazid unter der Ausbildung von Hydrazon-Bindungen
reagieren.[22]
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Im Gegensatz zu den obigen Beispielen besitzt das quervernetzbare Vesikelsys-
tem von Xiaorui Wang et al. auch eine Responsivität.[144] Dazu wird ein BCP mit
einem hydrophoben Block aus Aminoethylmethacrylat verwendet, wobei die Amino-
funktionen aber mit 2-Nitrobenzyloxycarbonyl-Schutzgruppen versehen sind (siehe
Abb. 3.5A).
Nach der Bildung der Vesikel werden diese durch UV-Licht bestrahlt, wobei die
photo-empfindlichen Schutzgruppen abgespalten werden. Die so entstandenen Ami-
nogruppen sollen dann an den Esterbindungen der Seitenkette angreifen und durch
die Ausbildung von Amidgruppen die Vesikel vernetzen (siehe Abb. 3.5A). Dieser
Mechanismusvorschlag konnte durch Kontrollexperimente untermauert werden. Da-
bei wurde für die Synthese des hydrophoben Blocks ein Methacrylamid-Monomer
verwendet, welches abgesehen von der Amid-Bindung anstelle der Esterbindung voll-
ständig analog zum ersterenMonomer ist. Beim Fehlen der Estergruppe konnte keine
Vernetzung erreicht werden.[144]
Abb. 3.5: Chemische Struktur des BCPs, Assemblierung und Vernetzung von photo-
responsiven Polymersomen (A), sowie Durchmesser der Vesikel (B) und
Freisetzung von Nilrot (C) beziehungsweise Doxorubicin (D) in Abhän-
gigkeit von der UV-Bestrahlung. Wiedergabe mit Genehmigung aus [144],
©2014 Wiley-VCH.
Obwohl diese Methode eine photo-chemische Reaktion zur Initiierung der Ver-
netzung benötigt, hat die eigentliche Vernetzungsreaktion keine photo-chemischen
Anteile. Durch die Photo-Entschützung des Amins ändern sich jedoch auch die Ei-
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genschaften der Membran, sodass man von photo-responsiven Eigenschaften spre-
chen kann. Die Bestrahlung führt zur Freisetzung von eingeschlossenem Cargo (siehe
Abb. 3.5C und D), obwohl sich der Durchmesser der Polymersome dabei kaum ändert
(Abb. 3.5B).
Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Vesikel auf den Licht-Stimu-
lus zeitgleich sowohl mit einer Permeabilitätsänderung als auch mit Vernetzung
reagieren.[144] Beide Aspekte der Vesikel, Vernetzung und Responsivität, können al-
so nicht unabhängig voneinander betrachtet werden. Weiterhin ist das responsive
Verhalten durch die Abspaltung der Schutzgruppen irreversibel.
Ein Beispiel für die Kombination von Quervernetzung mit pH-Responsivität wurde
von Jianzhong Du et al. erbracht. In Vorarbeiten bestand zunächst der gesamte
hydrophobe Block aus 3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat. Nach der Assemblie-
rung wird dann eine katalytische Menge Triethylamin als Base zugegeben, welche
die Si-OMe-Bindungen hydrolysiert.[145] Damit kann eine Kondensation einsetzen,
die in organisch/ anorganischen Hybridvesikeln mit Silica-Membranen endet.
Abb. 3.6: Chemische Struktur des vernetzbaren und pH-responsiven BCPs vonDu et
al. und Größe der daraus assemblierten Polymersome in Abhängigkeit des
pH Wertes. Wiedergabe mit Genehmigung aus [146], ©2005 American
Chemical Society.
Diese Methode kann jedoch dahingehend abgewandelt werden, dass der hy-
drophobe Block auch noch größere Mengen DEAEMA enthalten kann (siehe
Abb. 3.6).[146] Die leicht basische tertiäre Aminogruppe des DEAEMA führt dabei
sogar zu einer selbst-katalytischen Vernetzung der Vesikel, obwohl die Verwendung
von Triethylamin als Katalysator den Vorgang nach wie vor erheblich beschleunigt.
Wenn diese Vesikel nun sauren Bedingungen ausgesetzt werden, findet keine Deas-
semblierung aufgrund der Protonierung des Aminogruppen statt, sondern das Po-
lymersom quillt lediglich auf. Dabei ist der Größenunterschied bei geringerer An-
zahl von Vernetztermonomeren deutlicher ausgeprägt als bei Polymeren mit großer
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Anzahl an Silyl-Funktionen (siehe Abb. 3.6). Erste Experimente zur Aufnahme von
Rhodamin B zeigen dabei unterschiedliche Permeabilität der Vesikelmembran bei
basischen beziehungsweise bei sauren pH-Werten auf.[146]
3.2.3 Quervernetzung durch Disulfid-Brücken
Die Quervernetzung durch Disulfid-Brücken bildet gewissermaßen eine Ausnahme,
da hier die Vernetzung selbst responsiv und reversibel ist. Die Sulfid-Bindung sind
dabei in reduzierender Umgebung nicht stabil. Im Folgenden werden daher zwei
Beispiele herausgegriffen, welche die Vernetzung durch Schwefelbrücken mit einem
weiteren Stimulus kombinieren.
Die Gruppe von Zhiyuan Zhong verwendet eine vergleichsweise flexible Plattform
zur Synthese von responsiven BCPs mit Thiol-Funktionen. Ausgehend vom PEG-Ma-
kroinitiator führen sie eine RAFT-Polymerisation eines kurzen Blocks aus Acrylsäure
durch, woraufhin sich ein längerer, hydrophober Block des responsiven Monomers
anschließt. Die Säuregruppen können dann durch Aktivestersynthese mit Cystamin
modifiziert werden, sodass Thiolgruppen für die Vernetzung vorhanden sind. Diese
Methode wurde einerseits mit NIPAM[15] als Temperatur-responsiver (siehe Abb. 3.7)
und andererseits mit DEAEMA[45] als pH-responsiver Einheit durchgeführt.
Aus dem so synthetisierten Polymer der Struktur PEG-b-PAA(SH)-b-PNIPAM kön-
nen oberhalb der LCST Polymersome gebildet werden. Nach der Vernetzung ist es
möglich, die Temperatur wieder zu verringern, was zu einem Aufquellen der Vesikel
führt (siehe Abb. 3.7). Durch die Zugabe von Dithiothreitol werden die Schwefel-
brücken wieder gespalten. Im Gegensatz zu Hales et al. (siehe S.59 oder [142])
zeigten hier die PNIPAM Blöcke mit zunehmender Blocklänge tiefere LCST-Werte.
Die Gruppe von Zhiyuan Zhong untersuchte auch das Freisetzungsverhalten ihrer
vernetzten, responsiven Polymersome. Dazu schlossen sie Dextrane mit einer Mol-
masse von 4 beziehungsweise 40 kDa in die Vesikel ein. Jedoch wurde für beide
Molekulargewichte nur eine langsame und unvollständige Freisetzung festgestellt,
obwohl die Temperatur deutlich unterhalb der LCST lag und die Polymersome auf-
gequollen waren. Erst durch denn Einsatz von Dithiothreitol konnte der Release we-
sentlich beschleunigt werden (siehe Abb. 3.7).
Im Falle der Verwendung von DEAEMA anstelle des NIPAM können auf die gleiche
Art und Weise pH-responsive Vesikel erzeugt werden.[45] Dabei konnten im Prinzip
die gleichen Beobachtungen gemacht werden, nur dass statt des Abkühlens unter die
LCST ein pH Wert 7,4 eingestellt wurde.
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Abb. 3.7: Synthese des quervernetzbaren und Temperatur-responsiven BCPs sowie
schematische Darstellung der resultierenden Polymersome mit ihrem re-
sponsiven Verhalten und Freisetzung von markierten Dextranen bei 20  C
in Abhängigkeit der DTT-Konzentration (DTT = Dithiothreitol). Wieder-
gabe mit Genehmigung aus [15], '2009 Royal Society of Chemistry.
Als Cargo für die Freisetzungsversuche wurde markiertes Albumin oder Cyto-
chrom C eingesetzt. Analog zu den obigen Ergebnissen führt die Quellung der Poly-
mersome im sauren Medium (pH 5) nicht zu einer schnellen Freisetzung der Protei-
ne. Eine deutliche Beschleunigung der Freisetzung von Albumin oder Cyctochrom C
findet nur bei der Kombination von pH 7,4 mit einer Dithiothreitol-Konzentration
von 10mM statt. Nichtsdestotrotz konnte in Zellversuchen eine deutliche stärkere
Wirkung des eingeschlossenen im Vergleich zum freien Cytochroms C festgestellt
werden (siehe auch S. 14 oder [45]).
In beiden Fällen zeigt sich also, dass die Membranpermeabilität für die untersuch-
ten Moleküle durch den zweiten Stimulus, also Temperatur oder pH Wert, nicht
signifikant verändert werden kann. Dies spricht vermutlich für eine hohe Vernet-
zungsdichte, sodass der Cargo die Vesikel trotz Quellung nicht verlassen kann. Beim
Beispiel der Temperatur-responsiven Polymersome muss außerdem eine Kombinati-
on der beiden Stimuli, Temperatur und Redoxpotential, erfolgen, um eine schnelle
Freisetzung zu ermöglichen.[15] Dies kann bei Wirkstoffträgersystemen zu einer Er-
höhung der Selektivität führen.
63
3 Schaltbare Permeabilität durch responsive Polymere
3.2.4 Photochemische Quervernetzung
Polymersome können durch photochemische Reaktionen vernetzt werden. Bisher
wurden dazu einerseits Benzophenon-Derivate als photochemische Radikalstarter
oder andererseits photochemisch aktive Alkene eingesetzt, welche [2+2]-Cycload-
ditionen durchführen können.
Benzophenon-Derivate
Benzophenon-Derivate bilden unter Bestrahlung mit UV-Licht Radikale, welche
durch unspezifische Reaktionen zur Vernetzung von Vesikeln führen können.[131,147]
Bei dem zugrundeliegendem Mechanismus bestehen deutliche Unterschiede gegen-
über der Vernetzung durch radikalische Polymerisationen in der Membran oder ge-
genüber Additionsreaktionen.
Wenn Polymerisationsreaktionen zur Vernetzung eingesetzt werden, greifen diese
auch auf Spezies zurück, die durch Redox-Prozesse oder photochemische Reaktionen
Radikale generieren (siehe Abs. 3.2.2). Allerdings müssen in diesem Fall auch noch
polymerisierbare Gruppen in den Membranen der Polymersome verfügbar sein. Wei-
terhin werden die Initiatoren erst nach der Assemblierung zugegeben und müssen
nach der Vernetzung gegebenenfalls wieder entfernt werden. Auch bei der Verwen-
dung von Additionsreaktionen, zum Beispiel von Diaminen (Abs. 3.2.2), müssen die
vernetzenden Spezies nachträglich zugegeben und eventuell nach Abschluss des Ver-
netzungsprozesses wieder entfernt werden, sofern sie die Anwendungen beeinträch-
tigen.
Im Gegensatz sind die Benzophenon-Funktionen bereits im BCP enthalten und
müssen nicht als Additiv in die Polymersomlösung gegeben werden. Dies führt dazu,
dass die Radikale nur dort, das heißt in der Membran, entstehen, wo sie tatsächlich
zur Vernetzung führen. Dies kann in Bezug auf die praktische Handhabung als ein
deutlicher Vorteil angesehen werden.
Eine weitere Besonderheit bei der photo-chemischen Vernetzung ist die außeror-
dentliche zeitliche Kontrolle über die Reaktion. Im Falle von Benzophenonen wer-
den nur unter Bestrahlung Radikale generiert. Nach dem Ausschalten der Lichtquel-
le stoppt die Vernetzung sehr schnell. Dadurch kann der Umsatz der Photoreaktion
gesteuert und infolge dessen die Vernetzungsdichte auf einfache Art und Weise ein-
gestellt werden.[131,147]
Am Leibniz-Institut für Polymerforschung Dresden führteMohamed Yassin wich-
tige Experimente zu diesem Thema durch. Dabei kombinierte er 2-Hydroxy-4-meth-
64
3.2 Kombination von Responsivität und Quervernetzung
acryloyloxybenzophenon (HBMA) als Quervernetzer mit DEAEMA als pH-schalt-
barer Komponente. Während diese beiden Monomereinheiten einen statistisch ge-
mischten hydrophoben Block bildeten, bestand der hydrophile Block aus PEG (sie-
he Abb. 3.8A). Aus diesen amphiphilen BCPs wurden durch die sogenannte »pH
switch«-Methode Polymersome assembliert und anschließend durch UV-Bestrahlung
vernetzt.[131]
Wie erwartet sind die vernetzten Polymersome quellbar aber formstabil, wenn die
pH-responsiven DEAEMA-Einheiten in saurer Umgebung protoniert werden und der
vormals hydrophobe Block wasserlöslich wird. Durch Rückkehr zu basischen Bedin-
gungen kollabieren die Vesikel wieder und kehren aus dem vergrößerten, gequolle-
nen Zusatnd wieder in den Ausgangszustand zurück. Das System ist damit reversibel.
Über die exzellente Reversibilität hinaus konnte gezeigt werden, dass längere Be-
strahlung zu einer höheren Vernetzungsdichte und in der Konsequenz zu einem klei-
nerem Quellungsgrad der Vesikel führt (siehe Abb. 3.8B). Allerdings hat auch die
Anzahl der Benzophenon-Einheiten im Polymer einen Einfluss auf die Effektivität
der Vernetzung. So kann die Bestrahlungsdauer verkürzt werden, wenn mehr photo-
aktive Gruppen in der Membran vorliegen.[131]
Durch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) war es auch möglich, die Quel-
lung der Polymersome in saurer Umgebung nicht nur als gemittelter Durchmesser
aller Vesikel, sondern auch exemplarisch an der Membran von einzelnen Vesikeln zu
untersuchen (siehe Abb. 3.8C). Dabei wurde festgestelltt, dass die Membranstärke
im Sauren näherungsweise im gleichen Verhältnis zunimmt wie der Durchmesser der
Vesikel.[148]
Durch Verkapselung von Doxorubicin konnte auch die Permeabilität der Membran
untersucht werden. Für basische Bedingungen konnte nahezu keine Freisetzung die-
ses Wirkstoffes nachgewiesen werden. Im gequollenen, sauren Zustand jedoch findet
eine Freisetzung statt, deren Kinetik sich durch die Vernetzungsdauer kontrollieren
lässt. Lang bestrahlte und damit stark vernetzte Polymersome setzen Doxorubicin
dabei langsamer frei als »lose« vernetzte Vesikel.[131]
In der Summe sind diese vorgestellten Polymersome formstabil und ihre Grö-
ße sowie Membranpermeabilität können reversibel mittels des Stimulus hin- und
hergeschaltet werden. Dabei kann die Durchlässigkeit der Vesikelmembranen durch
die Quervernetzung kontrolliert und eingestellt werden. Somit überrascht es wenig,
dass auf Grundlage dieses Systems verschiedenste biomedizinische Anwendungen
durch Einführung vielfältiger funktionaler Endgruppen am hydrophilen Block reali-
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Abb. 3.8: Photo-vernetzte Polymersome nach Yassin et al.: chemische Struktur des
verwendeten BCPs (A) und reversibles pH-responsives Schaltverhalten in
Abhängigkeit der Bestrahlungsdauer (B); Wiedergabe mit Genehmigung
aus [131], ©2012 Wiley-VCH. CryoTEM-Untersuchungen der Vesikel in-
klusive Größenverteilungen der Membranstärken bei sauren oder basi-
schen Bedingungen (C). Wiedergabe mit Genehmigung aus [148],©2016
American Chemical Society.
siert werden konnten.[33,148,149]
Weitere Experimente in Bezug auf die Permeabilität der Vesikelmembranen wur-
den von Banu Iyisan durchgeführt. Dazu wurden Adamantan-funktionalisierte BCPs
verwendet, sodass die äußere und die innere Oberfläche der Polymersome mit Ada-
mantan-Gruppen ausgestattet wird. Damit können über spezifische Wirt-Gast-Wech-
selwirkungen zwischen Adamantan und ß-Cyclodextrin verschiedenste Cyclodex-
trin-Derivate angebunden werden. Dabei bestimmt der pH Wert, welcher die Durch-
lässigkeit der Membran schaltet, ob die nicht-kovalente Konjugation außen oder in-
nen stattfindet.[150]
Unter anderem konnte so gezeigt werden, dass diese Polymersome im gequollenen
Zustand auch für Cyclodextrin-Farbstoff-Konjugate und dendritische Glyopolymere
auf Basis von Poly(propylenimine) (PPI) durchlässig sind.[150] Ebenfalls konnten im
Sauren auch Goldnanopartikel mit Durchmessern von 5 beziehungsweise 10 nm die
Membranen passieren.[151]
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Die Quervernetzung von Polymersomen durch den Einsatz von HBMA als Mo-
nomereinheit im BCP wurde auch vor Kurzem erst von Liu et al. erfolgreich
weiterentwickelt.[152] Vergleichbar mit Vorarbeiten von Gräfe (siehe S. 19 oder
[57]) wurden hier die Enzyme GOx und HRP in die Vesikel eingeschlossen und die-
se anschließend vernetzt. Dabei wurden zusätzlich zu anderen Experimenten nicht
beide Enzyme gleichzeitig in die selben Vesikel eingekapselt, sondern getrennt von-
einander in unterschiedliche Polymersome.
Beide Arten von Polymersomen, die GOx-gefüllten und die HRP-gefüllten, wurden
zusammen in eine größere Polymerkapsel eingeschlossen, welche in einem Layer-by-
Layer-Verfahren hergestellt wurde. Um diese größere Kapsel ebenfalls zu vernetzen,
wurde eine weitere photochemische Reaktion eingesetzt, nämlich eine [2+2]-Cy-
cloaddition, welche im folgenden Abschnitt näher beleuchtet wird. Es muss darüber
hinaus hervorgehoben werden, dass sowohl die größere Kapsel als auch die kleineren
Polymersome stimuli-responsive Eingenschaften aufwiesen. In der Summe konnte so
die künstliche Nachbildung einer Zelle realisiert werden, welche sowohl verschiede-
ne Zellorganellen (= Polymersome mit unterschiedlichen Enzymen) enthält als auch
auf äußere Stimuli reagieren kann.[152]
[2+2]-Cycloaddition
Bei einer [2+2]-Cycloaddition wird aus zwei C-C-Doppelbindungen ein Cyclobutan-
ring ausgebildet. Aus Gründen der Symmetrie der beteiligten Molekülorbitale kann
eine suprafaciale [2pi+2pi]-Cycloaddition nur photochemisch ausgelöst werden.[153]
Der Mechanismus und die Anordnung der Orbitale sind in Abbildung 3.9 dargestellt.
Allerdings sind nicht alle Alkene generell für [2+2]-Cycloadditionen geeignet.[153]
Zur Vernetzung von polymeren Vesikeln wurden bisher Coumarin-, Zimtsäure- und
Maleimid-Derivate verwendet. Die daraus resultierenden Resultate werden im Fol-
genden näher beleuchtet. Darüber hinaus wurde kürzlich auch über eine Vernetzung
von Polymersomen durch die photochemische [2+2]-Cycloaddition von Inden-funk-
tionalisierten BCPs berichtet.[154] Da bei den Vesikeln aber keine weiteren Respon-
sivitäten vorlagen, wird auf eine nähere Diskussion verzichtet.
Eines der ersten Beispiele für die Vernetzung von Polymersomen mittels [2+2]-
Cycloaddition sind die Arbeiten von Xiangrong Chen et al., welche im Jahr 2006
publiziert wurden.[155] Als hydrophiler Block wurde dabei NIPAM verwendet, sodass
die resultierenden Vesikel über eine Temperatur-Responsivität verfügen. Als hydro-
phober Block wurde dabei ein Zimtsäure-funktionalisiertes Methacrylat eingesetzt.
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Abb. 3.9: Anordnung der Molekülorbitale (A) und verschiedene Beispiele für [2+2]-
Cycloadditionen: Zimtsäure (B), Coumarin (C) und Thymin (D). Wieder-
gabe mit Genehmigung aus [153], ©2014 Royal Society of Chemistry.
Mittels »Nano-Precipitation« mit THF als gemeinsamen Lösungsmittel konnten Ve-
sikel assembliert werden, welche durch Bestrahlung mit UV-Licht (λ =254nm) ver-
netzt wurden.
Nach Vernetzung können die Vesikel über die LCST von PNIPAM erhitzt werden.
Damit wird die PNIPAM-Hülle der Vesikel hydrophob und der Durchmesser der Ve-
sikel nimmt signifikant ab (siehe Abb. 3.10A). Dies steht im Gegensatz zu vielen an-
deren hier vorgestellten Polymersom-Systemen, bei welchen der Kern der Membran
aus PNIPAM besteht und bei Abkühlung unter die LCST wasserlöslich wird. Chen
und Coautoren beobachteten trotz des Schaltens der Hülle in den hydrophoben Zu-
stand keine Aggregation oder sogar Niederschlag. Ganz im Gegenteil können die
Vesikel durch mehrmaligen Temperaturwechsel reversibel schrumpfen und wieder
aufquellen (siehe Abb. 3.10B).[155]
Die vorgestellten Vesikel konnten mit 4-Aminopyridin als Modellsubstanz bela-
den werden, wobei nur unterhalb der LCST (25  C, gequollene Vesikel) eine gute
Beladung erreicht werden konnte. Resultierend daraus konnte auch nur unterhalb
der LCST eine Freisetzung des Aminopyridins erfolgen. Im Falle des Erwärmens auf
50  C wird die Freisetzung gestoppt und beim erneuten Abkühlen wieder fortgesetzt
(siehe Abb. 3.10D).[155]
Diese Arbeiten zeigten schon 2006 viele wichtige Aspekte, welche durch die Kom-
bination von Quervernetzung und Responsivität erzielt werden sollen. Die Querver-
netzung stabilisiert die Vesikel, sodass bei Anwendung des Stimulus keine Deassem-
blierung auftritt. Die Größe der Polymersome und die Permeabilität der Membran
können durch den Stimulus in reversibler Weise hin- und hergeschaltet werden. Die
Verwendung der responsiven Einheiten im hydrophilen Block, das heißt der Hülle
der Vesikel, stellt jedoch eine Seltenheit dar. Dabei stellt sich die Frage, warum die
bei 50  C gänzlich hydrophoben Polymersome nicht aggregieren beziehungsweise
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Abb. 3.10: Photo-vernetzte und Temperatur-responsive Vesikel von Chen et al.:
Größenveränderung (A) und reversibles Schalten des Vesikeldurchmes-
sers (B) in Abhängigkeit von der Temperatur. Schematische Darstellung
der Freisetzung von Aminopyridin (C) und Kontrolle des Freisetzungs-
verhaltens durch das Temperaturprofil (D). Wiedergabe aus Ref. [155]
mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry (RSC) im Nahmen der
European Society for Photobiology, der European Photochemistry Asso-
ciation und der RSC.
ausfallen.
Auch mit Coumarin-Derivaten konnten erfolgreich Polymersome vernetzt werden,
welche außerdem auch eine pH-Responsivität aufwiesen.[132] Bin Yan und Kollegen
verwendeten dazu ein BCP mit PEG als hydrophilem Block und einem statistisch ge-
mischtem, hydrophoben Block aus DEAEMA und einem Coumarin-funktionalisierten
Methacrylat. Nach Assemblierung der Vesikel durch die Methode der »Nano-Preci-
pitation« bestrahlten sie die Vesikel unterschiedlich lange mit UV-Licht, um unter-
schiedlich hohe Umsätze der Dimerisierungsreaktion zu erreichen.
Die Anwendung des Stimulus erfolgte allerdings mittels Durchleitens von CO2,
wobei sich der pH Wert dadurch signifikant änderte und so eine Protonierung der
tertiären Amino-Gruppen des DEAEMA herbeiführt. Dadurch wird der vormals hy-
drophobe Block wasserlöslich und folglich quillt das Polymersom auf. Dabei ist die
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Größenzunahme von Vesikel mit einem hohem Umsatz von 90% Dimerisierung we-
sentlich geringer (134nm auf 187 nm Durchmesser) als bei einem kleinem Dimeri-
sierungsgrad von 30% (134nm auf 373nm).[132] Durch das Durchleiten von Argon
durch die Polymersomlösung kann das CO2 vertrieben und wieder ein neutraler pH
erreicht werden. Dabei wird der Ausgangsdurchmesser der Vesikel wieder hergestellt
und die Reversibilität des Systems unter Beweis gestellt.
Die assemblierten Vesikel wurden nachträglich mit 1,3,6,8-Pyrentetrasulfonsäu-
re als Modellsubstanz beladen. Bei Freisetzungsversuchen zeigte sich, dass Vesikel
mit hohem Dimerisierungsgrad eine langsame Freisetzung aufweisen.[132] Damit de-
monstrieren diese Versuche einen wesentlichen Vorteil der Photovernetzung. Durch
die Bestrahlungsdauer lässt sich die Vernetzungsdichte variieren, welche wiederum
eine Kontrolle der Quellung und der Permeabilität der Vesikelmembranen ermög-
licht.
Auch Jens Gaitzsch entwickelte ebenfalls am Leibniz-Institut für Polymerfor-
schung Dresden pH-responsive, photo-vernetzbare Polymersome. Von der chemi-
schen Zusammensetzung her werden wie bei Yassin[131] und Yan PEG als hydrophi-
ler Block und DEAEMA als responsive Monomereinheit verwendet. Allerdings wurde
ein neuer Quervernetzer zur [2+2]-Cycloaddition auf der Basis von 2,3-Dimethyl-
maleimid entwickelt.[135,156]
Unter optimierten Bedingungen, das heißt bei etwa 20mol% Quervernetzeranteil
im hydrophoben Block und der idealen Länge der Kohlenwasserstoffkette zwischen
Maleimid und derMethacrylatgruppe, konnte die Bestrahlungsdauer auf deutlich un-
ter 5min reduziert werden.[135,157] Allerdings spielt neben der chemischen Struktur
des Licht-empfindlichenMoleküls auch das Emissionsspektrum und die Intensität der
verwendeten UV-Lampe eine Rolle, sodass der direkte Vergleich von Bestrahlungs-
zeiten selten möglich ist.
In Bezug auf die mechanischen Eigenschaften der Membran konnten Gaitzsch
und Kollegen durch Rasterkraftmikroskopie (AFM) neue Erkenntnisse gewinnen.
So besitzt eine Membrandoppelschicht im vernetzten Zustand einen deutlich grö-
ßeren Elastizitätsmodul als eine unvernetzte Membranlage und ist somit weniger
flexibel.[136]
In Bezug auf die Permeabilität der Membranen experimentierte Gaitzsch mit
hochverzweigten, maltosylierten PEI. Dabei kam als Separationsmethode Hohlfa-
ser-Filtration (HFF) zum Einsatz, bei welcher in Abhängigkeit von dem ausgeübten
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Transmembrandruck signifikante Scherkräfte auftreten können. Zusammenfassend
konnte dabei gezeigt werden, dass eingeschlossene Glycopolymere von den vernetz-
ten Membranen wesentlicher besser zurückgehalten werden können, selbst wenn
hohe Transmembrandrücke von 250mbar angelegt werden.[135]
Durch den Einschluss verschiedener Enzyme in diese Polymersome (siehe auch
S. 19) lassen sich weitere Aussagen über die Eigenschaften und die Durchlässigkeit
der Membranen machen. Im basischen Zustand sind die kollabierten Membranen für
die verwendeten Substrate Guaiacol, Diammonium-2,2’-azino-di-(3-ethylbenthiazo-
lin-6-sul-fonsäure) und Glukose nicht durchlässig. Dadurch kann kein Enzymumsatz
erreicht werden. In saurer Umgebung bei aufgequollenen Polymersomen jedoch kön-
nen dieses Substrate die Membran durchqueren und eine enzymatische Reaktion
kann stattfinden.[57]
3.3 Zusammenfassung
Es existieren vielfältige Methoden um Polymersome herzustellen, deren Membran-
permeabilität durch einen Stimulus geschaltet werden kann. Einerseits können re-
sponsive Nanopartikel in die Vesikelmembran eingebracht[38] oder Tunnelproteine
mit responsiven, chemischen Gruppen modifiziert werden.[116]
Andererseits können zwei verschiedene BCPs zu gemischten, phasenseparierten
Polymersomen assembliert werden, wobei die eine nicht-responsive Hauptkompo-
nente für die Integrität der Vesikel verantwortlich ist. Die andere, responsive Un-
terschusskomponenten induziert dann bei Anwendung des Stimulus Poren in der
Membran und kann so einen Stofftransport ermöglichen.[129,130]
Weiterhin sind auch CO2-responsive Polymersome bekannt, welche ihre
Permeabilität ändern können, ohne dass sie unter Einwirkung des Stimulus
deassemblieren.[126,127]
In den meisten Fällen jedoch wird eine schaltbare Durchlässigkeit durch
Kombination von Responsivität und Quervernetzung erreicht. Neben Aus-
nahmen wie der Quervernetzung durch ionische Wechselwirkung[138] oder
Wasserstoffbrückenbindungen[40] werden dabei hauptsächlich chemische Reak-
tionen eingesetzt, die in kovalenten Bindungen resultieren. Quervernetzung durch
Polymerisationsreaktionen in der Membran oder der Hülle von Vesikeln sind schon
seit längerer Zeit bekannt,[139,141] jedoch wurden sie bisher nur selten mit Stimuli-
Responsivität kombiniert.[142] Auch bei Additions- und Kondensationsreaktionen
existieren nur wenige Beispiele, bei denen die Vesikel beispielsweise zusätzlich pH-
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oder Licht-responsiv sind.[144,146]
Eine wichtige und vielversprechende Methode ist die Vernetzung der Vesikel durch
Disulfid-Brücken, da die Schwefel-Schwefel-Bindungen selbst schon redox-empfind-
lich sind. In reduzierender Umgebung werden die Sulfid-Brücken schnell gespalten
und die Vernetzung wird somit wieder rückgängig gemacht. Zusätzlich zu ihrer in-
trinsischen Redox-Responsivität sind Disulfid-Brücken auch mit Temperatur- oder
pH-responsiven Einheiten kombiniert worden.[15,45]
Eine anderer spannender Ansatz ist die Verwendung von photochemischen Reak-
tionen zur Quervernetzung. Neben dem Einsatz von Benzophenon-Derivaten[131,148]
sind dabei vor allem [2+2]-Cycloaddition gebräuchlich.[132,135,155] Die photoche-
misch vernetzten Polymersome zeigen dabei in allen Fällen eine exzellente Rever-
sibilität hinsichtlich ihres Schaltverhaltens.[131,135]
Weiterhin kann durch die Belichtungsdauer der Umsatz der Photoreaktion und
damit die Anzahl der Verknüpfungspunkte eingestellt werden. Dies ist von großer
Relevanz, da so nicht nur die mechanischen Eigenschaften der Membran angepasst
werden können. Auch die Freisetzungskinetik von eingekapselten Cargo kann da-
durch eingestellt werden.[131,132,155]
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Viele Anwendungen von Polymersomen wie zum Beispiel Wirkstoffträgersysteme
oder Nanoreaktoren verlangen eine Kontrolle der Permeabilität der Vesikelmembra-
nen. Dazu können beispielsweise Tunnelproteine eingebaut werden, die es ermög-
lichen, präzise zu bestimmen, welche Moleküle die Membran überwinden können.
Die Durchlässigkeit lässt sich auf diese Weise aber nicht reversibel schalten, das heißt
wiederholt zwischen permeabel und undurchlässig hin- und her zu wechseln.
Die Quervernetzung von Vesikelmembranen aus stimuli-responsiven Polymeren
hingegen bietet die Möglichkeit, reversibel schaltbare Polymersome zu generieren.
Große Vorteile bei der Quervernetzung zeigt dabei die Verwendung von photo-che-
mischen Reaktionen, wodurch sich Assemblierung und Vernetzung voneinander tren-
nen lassen und sich die Möglichkeit ergibt, die Vernetzungsdichte über die Bestrah-
lungsdauer zu regulieren.
Trotzdem existieren nur wenige Beispiele für reversibel schaltbare, pH-responsive
Polymersome. Dabei ist der kritische pH, an dem die Permeabilitätsänderung der Ve-
sikel stattfindet, an die Natur der verwendeten funktionellen chemischen Gruppen
gebunden und festgelegt. Einige Anwendungen verlangen aber Polymersom-Syste-
me, mit denen ein sehr spezifischer Grenzwert des Stimulus realisiert werden kann.
An dieser Stelle soll diese Arbeit ansetzen.
Neben der Herstellung polymerer Vesikel mit maßgeschneiderten Membranen ist
die Charakterisierung ihrer Eigenschaften von großer Bedeutung. Etablierte Metho-
den wie Fluoreszenz-Mikroskopie sind auf Polymersome im Mikrometermaßstab be-
schränkt, während Techniken wie Rasterkraft- oder Elektronen-Mikroskopie die Ab-
scheidung der Probe auf einer Oberfläche voraussetzen. In dieser Arbeit sollen nun
Fluoreszenz-Sonden angewendet werden, um die synthetisierten Polymersome im
Hinblick auf die Polarität und die Struktur ihrer Membran zu charakterisieren.
Darüber hinaus soll die reversible Schaltbarkeit der Polymersome ausgenutzt wer-
den, um eine post-Verkapselung von Enzymen durchzuführen. Die Beladung der Po-
lymersome mit großen Molekülen wie Enzymen nach ihrer Assemblierung und unter
Ausnutzung der pH-Responsivität stellt ein neuartiges Verfahren dar, welches mit der
etablierten Technik der in situ-Verkapselung verglichen werden soll. In diesem Zu-
sammenhang sollen aber auch mögliche Auswirkungen der Enzymbeladung auf die
Struktur und Integrität der Polymersome analysiert werden.
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Insgesamt werden dazu folgende Ziele deﬁniert:
• Entwicklung einer Blockcopolymer-Plattform, die es erlaubt, den kritischen pH
der Polymersome in einfacher Weise stufenlos einstellen zu können. Dadurch
soll die Anpassung der bestehenden Polymersome an neue Anwendungen als
Wirkstoﬀträgersystem oder in weiteren Gebieten der synthetischen Biologie be-
schleunigt werden.
• Charakterisierung der Polymersome hinsichtlich ihrer Membraneigenschaften,
wobei die Polarität der Membranen in Abhängigkeit von pH Wert und Salzge-
halt der umgebenden Lösung durch den Einsatz von Fluoreszenz-Sonden auf-
geklärt werden soll.
• Einschluss des Enzyms Myoglobin mittels der neuartigen post-Verkapselung
und Konstruktion eines Bionanoreaktors. Dabei soll Feldﬂussfraktionierung als
leistungsfähige Analysenmethode eingesetzt werden, um die Verkapselungsef-
ﬁzienz zu ermitteln und Strukturveränderungen der Polymersome durch die
Beladungsprozesse zu analysieren.
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Ergebnisse und Diskussion
The ideal reasoner would, when he had once been shown a single fact in
all its bearings, deduce from it not only the the chain of events which led up
to it but also all the results which would follow it. As Cuvier could correctly
describe a whole animal by the contemplation of a single bone, so the observer
who has thoroughly understood one link in a series of incidents should be able
to accurately state all the other ones, both before and after.
Sherlock Holmes[1]
4 Einstellbarkeit des pH-responsiven
Schaltverhaltens
4.1 Ausgangspunkt und Motivation
Als Ausgangspunkt dieser Arbeit diente ein Blockcopolymer (BCP), welches im We-
sentlichen aus hydrophilem Poly(ethylenglycol) (PEG) und pH-schaltbaren Diethyl-
aminoethylmethacrylat (DEAEMA) besteht. Solche Polymere und die daraus gebil-
deten Polymersome wurden zunächst von Adams et al. entwickelt.[158] Am Leibniz-
Institut für Polymerforschung Dresden wurde dieses System von Jens Gaitzsch eta-
bliert und entscheidend weiterentwickelt.[135,156] Dabei machte die Verwendung ei-
nes zusätzlichen, photo-vernetzbarenMonomers im hydrophoben Block viele weitere
Anwendungen möglich.
Synthetisch beruht das BCP auf der Einführung einer Initiator-Gruppe am PEG, um
dieses als Makroinitiator zur Synthese des hydrophoben Blocks durch Atom Trans-
fer Radical Polymerization (ATRP) zu verwenden (siehe Abb. 4.1). PEG besitzt dabei
eine hohe Biokompatibilität und ist in vielen Molmassen und mit verschiedensten
funktionalen Endgruppen kommerziell erhältlich.[159] Die ATRP zum Aufbau des hy-
drophoben Blocks bietet als kontrollierte radikalische Polymerisation sowohl eine gu-
te Kontrolle über Molmasse und Dispersität als auch eine hohe Toleranz gegenüber
Monomerenmit funktionalen Gruppen.[160] Die Synthese von BCPs der Struktur PEG-
b-P(DEAEMA-s-DMIBMA) einschließlich der Synthese des UV-Vernetzer-Monomers
Dimethylmaleinimidobutylmethacrylat (DMIBMA) sind dabei am IPF Dresden gut
etabliert.
Nach der Synthese des BCPs kann dieses mittels der »pH switch«-Methode zu
Polymersomen assembliert werden. Die Vesikel werden anschließend mit UV-Licht
bestrahlt, wobei die DMIBMA-Einheiten im hydrophoben Block des Polymers eine
[2+2]-Cycloaddition durchführen. Durch diese neu geschaffenen chemischen Bin-
dungen werden die Membranen der Vesikel vernetzt.
Wird nun der pH-Wert ins Saure verschoben, führt dies zu einer Protonierung der
tertiären Amino-Gruppen des DEAEMA. Durch die sich abstoßenden positiven Ladun-
gen weitet sich die Vesikelmembran auf und wird gleichzeitig wasserlöslich. Durch
die Vernetzung jedoch kann die Membran nicht bis hin zur Disassemblierung der
Vesikel Wassermoleküle aufnehmen, sondern erreicht vergleichbar mit einem Hy-
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4.1 Ausgangspunkt und Motivation
Abb. 4.1: Startpunkt der Studien: Synthese und Struktur des Blockcopolymers PEG-
b-P(DEAEMA-s-DMIBMA) und die daraus assemblierten, mehrfach pH-
schaltbaren, formstabilen Polymersome.[135,156]
drogel einen gequollenen Zustand. Diese Quellung geht mit einer Vergrößerung des
Polymersom-Durchmessers einher und ermöglicht darüber hinaus die Diﬀusion von
Molekülen und Partikeln durch die Membran. Wird der pH-Wert wieder zurück ins
Basische verändert, werden die Amino-Gruppen deprotoniert und die Membran ent-
quillt, wodurch wieder der Ausgangsdurchmesser erreicht wird (siehe Abb. 4.1).
Somit ermöglicht die UV-Quervernetzung formstabile Vesikel, deren Größe und
Membranpermeabilität durch den pH-Wert mehrfach geschaltet werden können. Auf
diese Weise konnten, zum Beispiel durch Verkapselung von Enzymen, an- und wie-
der ausschaltbare Bionanoreaktoren erzielt werden.[57] Weitere Vorarbeiten wurden
von Banu Iyisan und Mohamed Yassin geleistet, welche sehr ähnliche BCPs syn-
thetisierten. Hier wurde an Stelle des DMIBMA ein anderer Photovernetzer verwen-
det und zwar 2-Hydroxy-4-methacryloyloxybenzophenon (HBMA). Damit konnten
ebenfalls pH-schaltbare, formstabile Vesikel realisiert werden, welche im Bereich
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»drug delivery«[33,131] und in der synthetischen Biologie angewendet wurden.[148,149]
Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte in dieser Arbeit zunächst der Frage nach-
gegangen werden, an welchem pH-Wert genau der Übergang von kollabierten zu ge-
quollenen Vesikeln erfolgt. Daraus ergibt sich wiederum die Fragestellung, ob sich
dieser »Schalt-pH« oder »kritischer pH« (pH  ) verändern und einstellen lässt.
Die Anpassung des pH  könnte in vielfacher Hinsicht ein nützlich sein, um die pH-
responsiven Polymersome für die gewünschte Anwendung zu optimieren. Im Bereich
des »Drug-Delivery« könnte so der Ort der Wirkstofffreisetzung eingestellt werden,
da der pH-Wert während der Endocytose, der Aufnahme in die Zelle, ständig ab-
nimmt. Ein Vesikel, das zum Beispiel bereits bei pH 6,3 aufquillt und permeabel
wird, kann seinen eingeschlossenen Wirkstoff im frühen Endosom freisetzen, wäh-
rend ein Vesikel, dessen pH  erst bei 4,8 liegt, die Freisetzung erst im Stadium des
Lysozyms durchführen wird (siehe Abb. 1.4).
Auch in der synthetischen Biologie könnte eine Anpassung von pH  hilfreich sein,
wenn zum Beispiel durch Verkapselung eines Enzyms ein Bionanoreaktor hergestellt
werden soll. Der ideale pH-Wert-Bereich, in welchem das Enzym die höchste Aktivität
aufweist, kann nicht oder nur stark eingeschränkt mit gentechnischenMethoden und
großem Aufwand verändert werden. Hier könnte es nützlich sein, das Polymersom
so anzupassen, dass es bei einem pH-Wert permeabel wird, der möglichst gut zum
pH-Optimum des Enzyms passt.
Auch im Bereich von Multikompartmentsystemen (Abs. 1.3.2) könnte die Einstel-
lung von pH  von Nutzen sein. So könnte man ein System realisieren, bei dem so-
wohl das innere, als auch das äußere Polymersom pH-responsiv sind, aber sich die
kritischen pH-Werte unterscheiden. Auf diese Art und Weise könnte man die beiden
Kompartimente stufenweise öffnen und schließen, ohne verschiedene Stimuli einset-
zen zu müssen.
Als Ausgangsmaterial dient das »Standard«-BCP (siehe Abb. 4.1) mit einer Zu-
sammensetzung von ungefähr 45 Monomereinheiten PEG, 70 Monomereinheiten
DEAEMA und 20 Monomereinheiten DMIBMA. Einerseits wurde das pH-responsi-
ve Monomer DEAEMA teilweise durch das nicht-responsive Monomer n-Butylmetha-
crylat (nBMA) ersetzt (siehe Abb. 4.2). Die resultierenden BCPs sind dadurch zuneh-
mend hydrophob und weisen weniger protonierbare Amino-Gruppen auf. Um eine
mit dem Standard-BCP vergleichbare Protonierung zu erreichen und damit die Quel-
lung auszulösen, müssen nun mehr der verbleibenden Amino-Gruppen protoniert
werden. Dadurch wird eine Verschiebung des »kritischen pHs« in Richtung saurerer
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Bedingungen erwartet.
Abb. 4.2: Schematische Übersicht zur Feineinstellung des Schalt-pHs (auch als
pH∗ bezeichnet) durch partielle Substitution des responsiven Monomers
DEAEMA durch n-Butylmethacrylat (nBMA) oder Dimethylaminoethyl-
methacrylat (DMAEMA).
Andererseits wurde das pH-responsive Monomer DEAEMA teilweise durch
DMAEMA ersetzt (siehe Abb. 4.2). Dieses Monomer ist ebenfalls pH-responsiv,
weist jedoch eine etwas größere Basenkonstante pKB auf.
[161,162] Als Resultat des-
sen steht zu erwarten, dass Vesikel aus diesen BCPs leichter, das heißt schon bei
höheren pH-Werten, protoniert werden, wodurch zeitgleich die Quellung und die
Größenänderung ausgelöst werden.
Die wesentlichen Ergebnisse dieses Kapitels konnten bereits erfolgreich in der
Fachzeitschrift Polymer Chemistry publiziert werden.[163]
4.2 Polymersynthese und -charakterisierung
Zur Synthese der BCPs müssen zunächst der Photovernetzer DMIBMA und der PEG-
Makroinitiator hergestellt werden. Diese Synthesen wurden bereits häuﬁg in der Li-
teratur beschrieben[156,164] und konnten mit guten Ausbeuten reproduziert werden.
Anschließend wurden BCPs verschiedener Zusammensetzung mittels ATRP syn-
thetisiert (siehe Abb. 4.3). Alle Polymerisationen erfolgten in Methylethylketon bei
50 ◦C über Nacht. Unabhängig von der verwendeten Monomermischung (DEAEMA,
DMIBMA, nBMA oder DMAEMA) konnten Umsätze von über 90% erreicht werden.
In Vorarbeiten stellte sich ein Verhältnis der beiden Blöcke des Copolymers von
1:2 als ideal heraus.[135,157] Dies bedeutet, dass bei einer Länge des hydrophilen PEG-
Blocks von 45 Einheiten der hydrophobe Block über insgesamt 90Monomereinheiten
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Abb. 4.3: Synthese und Struktur der BCPs: PEG-Makroinitiator mit 45 Monomerein-
heiten als hydrophiler Block und Polymerisation des hydrophoben Blocks
aus DEAEMA, DMIBMA, nBMA oder DMAEMA. Dabei wird eine Länge des
hydrophoben Blocks (n1 + n2 + n3) von 90 Einheiten beabsichtigt, wovon
ca. 20% Quervernetzer sein sollen (n2  20).
verfügen sollte. In den gleichen Vorarbeiten wurde festgestellt, dass der hydrophobe
Block über ungefähr 20Mol% des Quervernetzers (DMIBMA) verfügen muss, um
eine stabile Vernetzung der Vesikel zu gewährleisten.
Diese Erkenntnisse wurde bei der Synthese der BCP-Serien insofern berücksichtigt,
als dass bei allen BCPs der gleiche PEG45-Makroinitiator eingesetzt wurde und eine
theoretische Länge des hydrophoben Blocks von 90Monomereinheiten einschließ-
lich 20 Einheiten des Vernetzermonomers beabsichtigt wurde (siehe Abb. 4.3).
Ausgehend vom Standard-BCP wurde das DEAEMA sukzessiv durch nBMA er-
setzt. Zusätzlich wurden auch BCPs ganz ohne Quervernetzer hergestellt. Um die Zu-
sammensetzung dieser Polymere in einer Zahl zusammenzufassen, wurde der »aus-
schließlich hydrophobe Anteil eh f (%)« (entirely hydrophobic fration) definiert und
errechnet. Der eh f bezeichnet dabei die Anzahl der nicht responsiven Monomerein-
heiten des hydrophoben Blocks (das heißt DMIBMA und nBMA) geteilt durch die
Anzahl aller Monomereinheiten des hydrophoben Blocks.
Der eh f kann dabei auch benutzt werden, um die Polymere nach dem Schema
BCP-# zu bezeichnen. Polymere ohne Quervernetzer zum Beispiel werden so als
BCP-0 bezeichnet, da sie ausschließlich pH-schaltbare Einheiten im hydrophoben
Block aufweisen. Wie in Gleichung (4.1) erklärt müssen Standard-BCPs mit 70 Ein-
heiten DEAEMA und 20 Einheiten DMIBMA nach diesem Schema als BCP-22 be-
zeichnet werden. Da ihre Zusammensetzung nur sehr geringfügig abweicht, werden
aber auch alle anderen Polymere von BCP-20 bis BCP-24 im Rahmen dieser Arbeit
unter dem Begriff Standard-BCP zusammengefasst.
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Bei 70 Einheiten DEAEMA und 20 Einheiten DMIBMA:
eh f =
20
70 + 20
 100 % = 22% (4.1)
Bei 60 Einheiten DEAEMA, 10 Einheiten nBMA und 20 Einheiten DMIBMA:
eh f =
10 + 20
60 + 10 + 20
 100% = 33 % (4.2)
In Bezug auf BCPs, bei welchen DEAEMA durch DMAEMA ersetzt wurde, ist ei-
ne Berechnung des eh f nicht sinnvoll. Hier wurde stattdessen nur die Anzahl der
DMAEMA-Einheiten als Bezeichnung verwendet, wobei zur Unterscheidung noch der
Buchstabe »M« vorangestellt wurde (BCP-M#). Die Bezeichnung BCP-M11 bedeutet
also, dass in diesem Polymer 11 DMAEMA-Einheiten anstelle von DEAEMA vorhan-
den sind. Die Vergleichbarkeit dieser Polymere untereinander ist trotzdem gewähr-
leistet, da ihre weiteren Parameter wie Blocklänge und -verhältnis sowie der Anteil
an DMIBMA sehr ähnlich sind (siehe Tab. 4.1).
Vor der Benennung der Polymere muss aber zunächst ihre Zusammensetzung
ermittelt werden, was durch Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR) durchgeführt
wurde. Die NMR-Spektren einiger BCPs und die Zuordnung der Signale zur chemi-
schen Struktur sind dabei in Abbildung 4.4 dargestellt.
Als Ausgangspunkt zur Ermittlung der BCP-Zusammensetzung dient dabei der hy-
drophile Block aus PEG (Signal b; 3,65 ppm), da dessen Molmasse und damit die
Anzahl der Wiederholeinheit (45) bekannt ist. Das zugehörige Integral diese Signals
wird auf 180 Protonen normiert. Zur Berechnung der Gesamtlänge des hydropho-
ben Blocks wird das Signal a herangezogen, da die zugehörigen Protonen bei allen
verwendeten Polymereinheiten ähnliche Verschiebungen im Bereich von 4 ppm zei-
gen. Die Menge an DEAEMA kann aus den intensitätsstarken Signalen e+f (2,6 und
2,7 ppm) und die Menge an Quervernetzers DMIBMA aus dem Signal c (3,52 ppm)
geschlussfolgert werden.
Da die Signale n sowie p des nBMA oftmals mit anderen Signale oder Verunreini-
gungen überlappen, wurde die Menge an nBMA indirekt ermittelt. Dazu wurde von
der Gesamtlänge des hydrophoben Blocks (Signal a) die Anzahl an DEAEMA-Einhei-
ten (Signal e+f ) und die Anzahl an DMIBMA-Einheiten (Signal c) abgezogen. Die
Anzahl der nBMA-Einheiten verbleibt als Rest. Für BCPs, welche DMAEMA erhalten,
wurde das Signal m (2,3 ppm) zur Berechnung herangezogen.
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Abb. 4.4: 1H-NMR-Spektren von BCP-24, BCP-50 und BCP-M27 einschließlich der
Zuordnung der Signale zur chemischen Struktur.
Die sich daraus ergebenden Zusammensetzungen aller untersuchten BCPs sind in
Tabelle 4.1 angegeben. Im Vergleich zur theoretischen Zielzusammensetzung sind
die Polymere geringfügig länger, wie man am einfachsten am Blockverhältnis er-
kennt. Theoretisch sollten alle Polymere ein Blockverhältnis von 1:2 aufweisen, wo-
bei der hydrophobe Block 90 Monomereinheiten lang sein sollte. Im Schnitt besitzen
die Polymere jedoch etwa 100 Einheiten im zweiten Block.
Die leichte Verlängerung der hydrophoben Blöcke wird darauf zurückgeführt, dass
die Initiatoreﬀektivität nicht 100% beträgt. Einerseits besitzt der PEG-Makroinitiator
hygroskopische Eigenschaften, wodurch Fehler bei der Einwaage entstehen können.
Andererseits ist ein unvollständiger Umsatz bei der Initiatorsynthese nicht komplett
auszuschließen, da die Analyse des Makroinitiators durch NMR erfolgte. Bei NMR
müssen hinsichtlich der Quantiﬁzierung der Endgruppen aufgrund der höheren Mol-
masse des PEGs leichte Ungenauigkeiten in Kauf genommen werden.
Trotz der diskutierten kleineren Abweichungen stimmen die beabsichtigte und die
gemessene Polymerzusammensetzung sowie die erwartete und die ermittelte Mol-
masse gut überein, wie es auch für eine kontrolliert-radikalische polymerisation zu
erwarten ist.
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Tab. 4.1: Übersicht zu Monomerzusammensetzung, Blockverhältnis, Molmasse und
Molmassenverteilung der synthetisierten Polymere.
Polymer Monomereinheiten*1 Blockver- eh f *2 Mn
*1 Mw
*3 Mw=Mn
*3
DEAEMA DMIBMA nBMA hältnis*1 (%) ( g=mol) ( g=mol)
BCP-0 102 0 0 1:2,3 0 21 000 - -
BCP-20 83 21 0 1:2,3 20 23 100 27 300 1,20
BCP-22 86 24 0 1:2,4 22 24 400 - -
BCP-24 78 24 0 1:2,2 24 23 000 41 700 1,10
BCP-32 70 20 13 1:2,3 32 22 300 25 200 1,23
BCP-44 54 22 20 1:2,1 44 20 800 31 700 1,18
BCP-50 48 20 28 1:2,1 50 20 300 32 350 1,11
BCP-55 41 20 30 1:2,0 55 19 300 - -
BCP-57 46 23 38 1:2,3 57 22 200 30 300 1,12
DEAEMA DMIBMA DMAEMA
BCP-M11 67 22 11 1:2,2 - 22 100 34 000 1,06
BCP-M22 55 24 22 1:2,2 - 22 200 38 000 1,07
BCP-M27 49 24 27 1:2,2 - 21 800 - -
BCP-M36 42 25 36 1:2,2 - 22 200 35 600 1,14
*1 aus NMR *2 eh f : ausschließlich hydrophober Anteil (siehe Gl. (4.1))
*3 aus GPC mit Lichtstreu-Detektion
Weiterhin wurden die synthetisierten Polymere mittels Gelpermeationschromato-
graphie (GPC) untersucht, um die aus den NMR-Spektren berechnete Molmassen
zu überprüfen und Aussagen über die Molmassenverteilungen zu erhalten. Typische
Elutionsdiagramme verschiedener BCPs sind in Abbildung 4.5 dargestellt. Die ermit-
telten Werte für Molmasse und Dispersität sind in Tabelle 4.1 angegeben.
Aus den Elutionsdiagrammen (Abb. 4.5) ist ersichtlich, dass es sich um monomo-
dale Molmassenverteilungen handelt und die erhaltenen Werte für die Dispersität
(Mw=Mn) der Polymere im Bereich von 1,1 bis 1,3 liegen. Dies bedeutet enge Mol-
massenverteilungen, wie sie für eine kontrollierte radikalische Polymerisation typisch
sind.
Kritisch bleibt aber anzumerken, dass die GPC-Analysen der Polymere nach deren
Aufarbeitung durchgeführt wurden. Diese Aufarbeitung umfasst dabei sowohl die
Filtration über Aluminiumoxid zur Abtrennung des Kupfers als auch eine mehrtägi-
ge Dialyse. Diese fraktionierenden Arbeitsschritte erklären auch, weshalb bei einigen
Proben sogar engere Molmassenverteilungen als 1,1 ermittelt wurden. Auch der Ein-
satz eines Lichtstreu-Detektors bei der GPC, welcher Polymere mit kleinen Molmas-
sen unterproportional berücksichtigt, trägt zu den sehr geringen Dispersitäten bei.
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Abb. 4.5: GPC-Elutionsdiagramme verschiedener BCPs gemessen in THF mittels
Lichtstreudetektion.
Zusammenfassend konnten zwei Polymer-Serien ausgehend vom etablierten Stan-
dard-BCP (PEG45-b-P(DEAEMA70-s-DMIBMA20)) synthetisiert werden. Einerseits
wurde das pH-responsive DEAEMA teilweise durch nBMA und andererseits durch
DMAEMA ersetzt. Weiterhin wurde das BCP-0, dessen hydrophober Block aus-
schließlich aus DEAEMA besteht, hergestellt. Die Polymerisationen liefen mit hohem
Umsätzen (90%) und guter Kontrolle ab, die sich unter anderem in den engen
Molmassenverteilugen (1,3) widerspiegeln. Die angegebenen Messdaten der BCPs
sind im Rahmen dieser Dissertation entstanden und wurden bereits publiziert.[163]
4.3 pH-Titrationen der Polymersome
Die hergestellten Polymere konnten nunmit der »pH switch«-Methode zu Polymerso-
men assembliert und anschließend quervernetzt werden. Die photochemische Quer-
vernetzung erfolgte in Aliquoten von wenigen Millilitern mittels einer intensiven UV-
Lampe ( 40W/cm2). Alle Proben wurden 90 s lang bestrahlt, da diese Zeitspanne
in Voruntersuchungen zu stabiler Vernetzung der Vesikelmembranen geführt hatte,
wobei nach Wechsel zu sauren Bedingungen keinerlei Anzeichen einer Deassemblie-
rung auftraten.
Die Quellung unter sauren Bedingungen und Entquellung im Basischen wurde
über mehrere Zyklen hinweg durchgeführt und zeigte für alle untersuchten Poly-
mersome ein reversibles Schaltverhalten (siehe Abb. 4.6).
Zur Ermittlung des »Schalt-pH« oder »kritischen pH« wurden die Polymersome
ausgehend von basischen Bedingungen durch Zugabe von HCl langsam bis pH 4
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bis 5 titriert, wobei simultan der Vesikeldurchmesser durch dynamische Lichtstreu-
ung (DLS) ermittelt wurde. Um die Proben vergleichbar zu machen, wurden die
Durchmesser im Basischen auf 100% normiert . Hierdurch wird deutlich, dass Vesi-
kel aus hydrophoberen Polymeren erst bei niedrigeren pH-Werten aufquellen (siehe
Abb. 4.7).
Um den »Schalt-pH« möglichst exakt zu bestimmen, wurden die erhaltenen DLS-
Titrationskurven mit einer logisitischen Funktion angenähert (siehe Gl. (4.3)). Die-
se mathematische Funktion enthält die Parameter Durchmesser im Basischen Dba,
Durchmesser im Sauren Dac und den Wendepunkt des Größenübergangs pH
 als ge-
suchten Wert. Weiterhin wird ein vierter Parameter (k) benötigt, der hauptsächlich
den Anstieg des Größenübergangs charakterisiert.
D = Dba +
Dac   Dba
1 +

pH
pH 
 k
(4.3)
Durch die Ermittlung von pH  kann dieser Wert nun gegen den eh f aufgetragen
werden (siehe Abb. 4.8). Es zeigt sich, dass der Größenübergang des Vesikel mit
Hilfe der Polymerzusammensetzung zu saureren pH-Werten bis hin zu pH  5,5
verschoben werden kann. Dabei ist die Abhängigkeit kontinuierlich und in grober
Näherung linear.
Um diese Resultate zu bestätigen, wurden gemischte Vesikel aus zwei verschie-
denen BCPs assembliert. Ein ähnliches »Blending« wurde bereits von Wright et al.
durchgeführt, um Eigenschaften von Mizellen wie zum Beispiel Größe und Aggrega-
tionszahl einzustellen.[165–167] Das vorgestellte Prinzip sollte nun von den strukturell
einfacheren Mizellen auf polymere Vesikel übertragen werden.
Zunächst wurden die individuellen BCPs in 10mM Salzsäure gelöst und vor der
Assemblierung im Verhältnis 1 zu 1 gemischt. Auf diese Weise wurden gemischte
Polymersome aus BCP-24 und BCP-32 sowie aus BCP-32 und BCP-44 hergestellt und
ebenfalls quervernetzt und titriert. Bei der gemeinsamen Assemblierung von zwei
BCPs kann es zu Phasenseparationseffekten kommen (siehe Abs. 2.1.1).[50] Die hier
verwendeten Einzelkomponenten der Mischung unterscheiden sich allerdings nur
sehr wenig voneinander. Weiterhin zeigten die gemischten Vesikel bei DLS-Untersu-
chungen typische Durchmesser und enge Größenverteilungen, sodass keinerlei An-
zeichen auf Phasen-Entmischungseffekten in den Polymersomenmembranen vorlie-
gen.
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Abb. 4.6: Relativer Durchmesser der aus verschiedenen BCPs assemblierten Vesi-
kel: Zyklische pH-Wechsel zwischen pH 8 und 5 für bis zu 5 Zyklen. Die
Normierung erfolgte auf den Mittelwert der Durchmesser in basischen
Bedingungen.
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Abb. 4.7: DLS-Titrationen verschiedener Polymersome aus unterschiedlichen BCPs,
wobei zur besseren Vergleichbarkeit der Durchmesser der Vesikel in basi-
schen Bedingungen (Dba, siehe Gl. (4.3)) als 100% normiert wurde.
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Abb. 4.8: Einfluss der BCP-Zusammensetzung auf den kritischen pH oder auch
pH  in Abhängigkeit des eh f -Wertes () beziehungsweise der Anzahl der
DMAEMA-Einheiten nDMAEMA (). Die Fehlerbalken beziehen sich auf den
Fehler der Fit-Funktion (siehe Gl. (4.3)).
Wie in Abbildung 4.9 dargestellt liegen die pH  -Werte der so erzeugten Misch-
Vesikel zwischen den Werten der Einzel-Assemblierungen. Dies bedeutet, dass ein
gewünschter pH  über das Mischen von BCPs eingestellt werden kann. In der Praxis
kann dies zu einer wesentlichen Vereinfachung der Synthese führen, da so auf die
Herstellung eines neuen BCPsmit gewünschter Zusammensetzung verzichtet werden
kann.
Um den gegenteiligen Effekt zu erzielen, dass heißt pH  zu basischeren Bedingun-
gen zu verschieben, wurde DMAEMA als weiteres Monomer verwendet. Damit kann
voraussichtlich auch die »Lücke« zwischen den Standard-BCPs (BCP-20) und dem
Quervernetzer-freien BCP-0 geschlossen werden.
Da die Basenkonstante pKB von PDMAEMA größer ist als von PDEAEMA
[161,162]
wird eine Protonierung bei etwas höhren pH-Werten und damit auch ein etwas hö-
herer pH  erwartet. So wurde analog zu den vorangegangen Experimenten DEAEMA
in der Polymerisation teilweise durch DMAEMA ersetzt (siehe Tab. 4.1).
In der Tat zeigen Vesikel, die aus DMAEMA-haltigen BCPs assembliert wurden,
eine Verschiebung von pH  in Richtung neutraler pH-Werte. Dabei ist der pH 
der DMAEMA-Polymersome immer größer als der von Standard-Vesikel (BCP-20;
pH   6,6), erreicht aber selbst bei 36 DMAEMA-Einheiten nicht den Wert von BCP-
0 (pH   6, 9). Dies wird auf den hydrophoben, nicht-responsiven Charakter der
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Abb. 4.9: Schaltpunkte pH  von Vesikeln aus einem BCP () und pH  der gemisch-
ten Assemblierungen aus jeweils zwei verschiedenen BCPs (). Für die ge-
mischten Assemblierungen wurden die gelösten BCPs vor der Assemblie-
rung im Verhältnis 1:1 gemischt. Die Fehlerbalken beziehen sich auf den
Fehler der Fit-Funktion (siehe Gl. (4.3)).
verbleibenden DMIBMA-Monomereinheiten zurückgeführt.
Um die vesikuläre Struktur der Assemblate zu überprüfen, wurden CryoTEM-Ex-
perimente durchgeführt. Dabei konnten für alle Proben Polymersome mit klar ab-
gegrenzten Vesikelmembranen festgestellt werden (siehe Abb. 4.10). Die Auswer-
tung der geometrischen Durchmesser ergab für Vesikel aus BCPs mit kleineren eh f -
Werten eine gute Übereinstimmung mit den Durchmessern aus den DLS-Messungen.
Gleiches trifft auch für die DMAEMA-haltigen Polymersome zu.
Beim Vergleich der Durchmesser aus DLS und CryoTEM muss beachtet werden,
dass durch DLS der hydrodynamische Durchmesser ermittelt wird, welcher unter
anderem auch eine an die Vesikel gebundene Solvathülle berücksichtigt. Weiterhin
streuen große Partikel wesentlich stärker Licht als kleine Partikel, sodass bei der DLS
das obere Ende der Größenverteilung, zu der auch kleinere Agglomerate von Vesikeln
gehören können, überbewertet wird. Im CryoTEM kann dagegen der geometrische
Durchmesser jedes einzelnen Vesikels bestimmtwerden, sodass für eine Polymersom-
Probe im Normalfall leicht vergrößerte Durchmesser durch DLS als im TEM ermittelt
werden.
Lediglich für die Polymersome mit hohen eh f -BCPs wurde in der DLS ein deutlich
größerer Durchmesser ermittelt. Dieser kann jedoch auf eine erhöhte Aggregation
oder Agglomeration der Vesikel zurückgeführt werden, da die CryoTEM-Aufnahmen
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Abb. 4.10: CryoTEM-Abbildungen von Vesikel aus verschiedenen BCPs. Vergleich
der Vesikeldurchmesser gemessen mittels DLS und CryoTEM für Poly-
mersome mit verschiendenen eh f (%), wobei die Fehlerbalken die Stan-
dardabweichung der Größenverteilung repräsentieren.
wesentlich mehr Aggregationen individueller Vesikel zeigen. Dieses Aggregationsver-
halten bei besonders hohen eh f markiert damit eine Limitierung der vorgestellten
Methode in Bezug auf eine noch stärkere Absenkung von pH∗.
4.4 Einﬂuß der Salzkonzentration auf pH* und Zeta-
Potential-Titrationen
Um Einsichten in die zugrunde liegenden Prinzipien der Quellung der Polymerso-
me zu erhalten, wurden Titrationen mit gleichzeitiger Bestimmung des Zeta-Poten-
tial (ZP) durchgeführt (siehe Abb. 4.11). Dabei wurden die Vesikel analog zur DLS-
Titration von basischen zu sauren Bedingungen titriert. Im Sauren erreicht das ZP
unabhägig vom verwendeten BCP ein Plateau bei ca. 20 bis 30mV. Dieser Wert mar-
kiert dabei die vollständige Protonierung aller Aminogruppen.
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Im Vergleich von Polymersomen mit unterschiedlichen eh f -Werten zeigt sich, dass
Vesikel mit größerem eh f dieses Plateau erst bei etwas saureren Bedinungen errei-
chen. Dies bestätigt die Annahme, dass bei kleinerer Anzahl an vorhandenen Amino-
gruppen mehr von diesen protoniert werden müssen, um genug positive Ladungen
in der Membran zu erzeugen und damit die Quellung herbeizuführen.
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Abb. 4.11: Zeta-Potential-Titrationen von Polymersomen aus unterschiedlichen
BCPs.
Darüber hinaus werden die Vesikelmembranen aus BCPs mit hohem nBMA-Anteil
auch durch vermehrte hydrophobe Wechselwirkungen zusammen gehalten. Um die-
se Stabilisierung der Membran im Sauren zu brechen, wird ebenfalls ein niedrigerer
ph-Wert benötigt.
Insbesondere Polymersome mit hohem eh f zeigen bei pH 7 bis 8 ein ZP um 0mV.
Dies könnte ein Erklärung auf ihr verstärktes Aggregationsverhalten sein, welches
sie unter diesen Bedingungen im CryoTEM zeigen (siehe Abb. 4.10).
Normalerweise wurden die BCP in 10mM-Salzsäure gelöst und dann durch pH-
Wechsel zu Vesikeln assembliert. Dadurch enthält die Lösung eine Natriumchlorid-
Konzentration von ungefähr 10mM, welche jedoch eine so hohe elektrische Leitfä-
higkeit der Lösung generiert, dass die Elektroden der Messzellen auf Dauer geschä-
digt werden.
Deshalb wurden Messungen bei geringerem Salzgehalten durch Lösen des BCPs in
1mM-Salzsäure durchgeführt, wobei erhebliche Abweichungen zum Verhalten der
Vesikel bei 10mM festgestellt wurden. Durch Ausweitung der Messungen auf wei-
tere Salzkonzentrationen, unter anderem durch Hinzufügen von zusätzlichem NaCl
vor der Assemblierung, konnte diese als weiterer Einflussfaktor auf pH  bestätigt
90
4.4 Einuÿ der Salzkonzentration auf pH* und Zeta-Potential-Titrationen
werden.
So zeigen alle Proben unabhängig von ihrem eh f -Wert einen Anstieg von pH  mit
zunehmender Salzkonzentration (siehe Abb. 4.12). Die Daten zeigen aber auch, dass
die Abhängigkeit nicht linear verläuft. So führt die Erhöhung des Salzgehaltes von
1 auf 10mM für das äußerst hydrophobe BCP-50 zu einer stärkeren Zunahme von
pH  als zum Bespiel die Erhöhung von 10 auf 50mM für BCP-24 oder von 50 auf
100mM für BCP-20.
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Abb. 4.12: Einfluss der NaCl-Konzentration auf den pH  von Vesikeln aus verschie-
denen BCPs. Die Fehlerbalken beziehen sich auf den Fehler der Fit-Funk-
tion (siehe Gl. (4.3)).
Da Polymersome vor allem für biomedizinische Anwendungen diskutiert werden,
wurde eine Probe in PBS-Puffer gemessen, welcher die Ionenstärke von Blut (ca.
137mM NaCl) besitzt. Der Datenpunkt ist in Abbildung 4.12 mit »PBS« markiert.
Dieses Resultat bestätigt dabei zunächst ähnliche Messungen in PBS von Gaitzsch,
wo erstmalig eine starke Verschiebung des Schalt-pHs in PBS im Vergleich zu ver-
dünnten Lösungen beobachtet wurde. Die aktuellen Messungen in PBS lassen sich in
den gleichen Trend wie die restlichen Daten für NaCl-Lösungen einordnen, sodass
der Effekt auf das im PBS enthaltene NaCl zurückgeführt und erklärt werden kann.
Wenn man die ZP bei 1 und 10mM NaCl in Abbildung 4.13 vergleicht, bemerkt
man, dass das Plateau bei höherer Salzkonzentration um einige Millivolt tiefer liegt.
Dies kann mit einer effektiveren Abschirmung der Oberflächenladung durch eine
größere Anzahl von Ionen in der umgebenden Lösung erklärt werden. Dies erklärt
auch, weshalb es bei hohen Salzkonzentrationen zu einer verstärkten Aggregation
der Vesikel kommt.
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Eine hohe Salz-Konzentration führt zu einer pH  -Verschiebung in Richtung ba-
sischere Bedingungen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die erhöhte Io-
nenstärke der umgebenden Lösung die hydrophoben Wechselwirkungen, welche die
Membranen der Vesikel stabilisieren, schwächt und damit zu einer Erhöhung von
pH  führt. Möglicherweise interagieren die Ionen des Salzes dabei mit den tertiären
Amino-Gruppen.
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Abb. 4.13: Zeta-Potential-Kurven von Polymersomen aus BCP-32 und BCP-50 bei
NaCl-Konzentrationen von 1mM () beziehungsweise 10mM ().
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Salzkonzentration der umge-
benden Lösung einen entscheidenden Einfluss auf das Quellverhalten der Polymerso-
me hat. Weiterführend wäre es wichtig, diese Untersuchungen auf andere Salze wie
Kaliumchlorid, Natriumsulfat und verschiedene Carbonate auszudehnen, um mehr
über die zugrunde liegenden Mechanismen zu erfahren.
Obwohl eine niedrige Salzkonzentration den pH  absenkt, so wie es auch bei einer
Erhöhung des eh f geschieht, zeigen ZP-Untersuchungen unterschiedliche Ursachen
für diese Phänomene auf. Bei hydrophoberen Membranen (hoher eh f -Wert) wird
die Membran erst bei niedrigerem pH protoniert und erhält eine positive Oberflä-
chenladung (siehe Abb. 4.11). Bei niedrigeren Salzgehalten sind die hydrophoben
Wechselwirkungen in der Membran stärker, sodass die Vesikel später, also bei erst
bei saurerem pH aufquellen.
92
4.5 Zusammenfassung
4.5 Zusammenfassung
Ausgehend vom etablierten Standard-BCP (PEG45-b-P(DEAEMA70-s-DMIBMA20))
wurde zwei Polymer-Serien synthetisiert. Einerseits wurde das pH-responsive
DEAEMA teilweise durch nBMA und andererseits durch DMAEMA ersetzt. Die
Polymerisationen liefen mit hohem Umsätzen (90%) und guter Kontrolle ab, die
sich unter anderem in den engen Molmassenverteilungen (1,3) widerspiegeln.
Aus diesen BCPs konnten Polymersome mit Größen im Bereich von ca. 100 nm
Durchmesser assembliert und mittels DLS und CryoTEM eingehend charakterisiert
werden. Mit den neuen Polymeren konnte der kritische pH (pH  ), an welchem
das Polymersom vom kollabierten in den gequollenen Zustand wechselt, verändert
und systematisch eingestellt werden. Ein hydrophoberes Polymer (mehr nBMA) ver-
schiebt dabei den pH  in Richtung saurerer Bedingungen, wohingegen ein erhöhter
DMAEMA-Gehalt zu einer Verschiebung in Richtung basischerer pH-Werte führt. Da-
bei zeigt der pH  in akzeptabler Näherung eine lineare Abhängigkeit von der BCP-
Zusammensetzung.
Aus ZP-Messungen zeigte sich, dass Vesikelmembranen mit mehr nBMA und
dementsprechend weniger tertiären Aminogruppen erst bei tieferen pH Werten als
Standard-Vesikel voll protoniert werden. Die Verschiebung von pH  wird also durch
die Verringerung der Aminogruppen und gleichzeitig durch die Verstärkung von
hydrophoben Wechselwirkungen in der Membran ausgelöst. Nur durch Verände-
rung der BCP-Zusammensetzung kann der Schalt-pH ausgehend vom Standard-BCP
(pH  6,6) bis auf 5,5 abgesenkt beziehungsweise bis auf 6,8 erhöht werden.
Neben der BCP-Zusammensetzung konnte die NaCl-Konzentration der Lösung als
weitere Einflußgröße auf pH  ausgemacht werden. Eine höhere Salzkonzentrationen
führt zu einer Erhöhung von pH  , das heißt die Polymersome quellen schon bei höhe-
ren pH Werten auf. Dies zu erkennen und zu berücksichtigen kann insbesondere bei
biomedizinischen Anwendungen, welche sehr häufig in Systemen mit Puffersalzen
stattfinden müssen, große Bedeutung haben.
Das Konzept sollte im Prinzip allgemeingültig auf weitere pH-responsive Systeme
übertragbar sein. So könnten zum Beispiel PolymersomemitN-Isopropyl-Komponen-
ten verwendet werden, um pH  noch weiter abzusenken. Die vorgestellten Ergebnis-
se sind im Rahmen dieser Dissertation entstanden und wurden bereits publiziert.[163]
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5 Charakterisierung mittels der
Fluoreszenz-Sonde ANS
Nach der Entwicklung der photovernetzbaren und pH-responsiven Polymersome
führte Jens Gaitzsch auch viele Experimente zur Charakterisierung derMembranen
dieser Vesikel durch. Durch das Abscheiden von Polymersomen als planare Schichten
auf Oberflächen konnten so Untersuchungen mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM)
und »Fluorescence recovery after photo bleaching« durchgeführt werden.[136] Iyisan
und Janke gelang auch die Immobilisierung kompletter Vesikel auf Oberflächen und
deren Untersuchung mittels AFM.[149] Dadurch wurden wichtige Erkenntnisse über
die mechanischen Eigenschaften der Membranen gewonnen.
An dieser Stelle soll eine weitere Charakterisierung dieser Vesikelmembranen un-
ter Einsatz von Fluoreszenz-Sonden durchgeführt werden. Als Fluoreszenz-Sonde
wird in diesem Zusammenhang ein kleines Molekül bezeichnet, dessen Fluoreszenz-
eigenschaften stark von der chemischen Natur der unmittelbaren Umgebung abhän-
gen.
Gegenüber Oberflächen-basierten Methoden ist hierbei der Präparationsaufwand
wesentlich geringer und etwaige Veränderungen oder gar Schädigungen durch die
Präparationsschritte können ausgeschlossen werden. Im Unterschied zur Kernspin-
resonanz-Spektroskopie (NMR) an polymeren Vesikeln[15,146,168] kann aufgrund der
exzellenten Sensibilität der Fluoreszenzspektroskopie auch in starker Verdünnung
gearbeitet werden.
Die Struktur und die Eigenschaften der Fluoreszenz-Sonde bestimmen dabei, wel-
che Parameter der Membranen ermittelt werden können. Aus diesem Grund muss
zunächst eine kurze Diskussion des hier eingesetzten ANS erfolgen.
5.1 Eigenschaften von ANS
8-Anilinonaphthalin-1-sulfonsäure (ANS) ändert seine Fluoreszenzeigenschaften in
Abhängigkeit der Polarität des Lösungsmittels beziehungsweise der chemischen Um-
gebung. Schon 1965 führte Stryer erste systematische Experimente zur Wechsel-
wirkung zwischen ANS und Proteinen durch.[169] Dabei wurde festgestellt, dass ANS
spezifisch an Apomyoglobin binden kann und im gebundenen Zustand eine erheblich
höhere Fluoreszenz-Quantenausbeute und eine Blauverschiebung der Fluoreszenz
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aufweist.
Apomyoglobin ist strukturell mit Myoglobin identisch; lediglich die Häm-Gruppe
ist nicht vorhanden. Wird diese Gruppe nach der ANS-Komplexierung zugegeben,
wird der Komplex zerstört. Dies führte zu der Schlussfolgerung, dass ANS an der
gleichen Stelle wie Häm bindet.[169] Die Blauverschiebung der Fluoreszenz des ANS
tritt auch in hydrophoberen Lösungsmitteln wie Ethanol, Octanol, Dioxan oder Mi-
schungen dieser mit Wasser auf. Damit lässt sich die Hydrophobizität der Bindungs-
stelle des Proteins mit der Hydrophobizität eines Lösungsmittels in Bezug setzen und
vergleichen.[169]
Weitere Experimente von Turner und Brand[170]
HN
ANS
SHO
O O
Abb. 5.1: Chemische Struk-
tur von 8-Anilino-
naphthalin-1-
sulfonsäure (ANS).
konnten einerseits zeigen, dass die Quantenausbeute
von ANS sich sogar bei demWechsel von H2O zu D2O
um den Faktor 2,4 ändert und damit äußerst sensibel
auf die Umgebung reagiert. Andererseits verbanden
sie die Verschiebung der Wellenlänge des Fluores-
zenzmaximums mit der empirischen Polaritätsskala
nach Kosower.[171] Damit ebneten sie den Weg, die
Polarität von Bindungsstellen aus Proteinen durch
Bindungsassays mit ANS zu bestimmen.
Im Laufe der Zeit wurden die zugrundeliegenden Mechanismen für die Fluores-
zenzeigenschaften des ANS untersucht.[172,173] Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass ANS hinsichtlich seiner Fluoreszenz-Quanten-Ausbeute, der Wellen-
länge des Fluoreszenzmaximums (λmax) und der Lebensdauer der Fluoreszenz auf
seine unmittelbare Umgebung reagiert. Stark vereinfacht ausgedrückt, führt eine hy-
drophobe und/oder viskose Umgebung zu einer Blauverschiebung von λmax und zu
einer Zunahme von Quantenausbeute und Lebensdauer.[169,172,173] InWasser, welches
eine hohe Polarität und niedrige Viskosität aufweist, fluoresziert ANS zum Beispiel
nur wenig, während in Dioxan oder langkettigen Alkoholen eine deutliche Blauver-
schiebung auftritt.
Seitdem wurde ANS häufig eingesetzt, um die Polarität von Bindungsstellen in
Proteinen abzuschätzen. Darüber hinaus wurden aber auch zahlreichen Studien an
Liposomen durchgeführt.[172] Auch hier zeigt das ANS die hydrophobere Umge-
bung mit einer kürzeren λmax an. Dabei bindet das ANS die Phospholipide an ihrer
Kopfgruppe.[172]
95
5 Charakterisierung mittels der Fluoreszenz-Sonde ANS
Im Falle von Proteinen berichten neuere Veröffentlichungen, dass die Bindung von
ANS hauptsächlich durch die Sulfonsäuregruppe mittels einer Ionen-Paarung an die
positiv geladenen Aminogruppen der Proteine erfolgt. Dies wurde durch Fluoreszenz,
aber auch durch isotherme Titrationskalorimetrie nachgewiesen.[174,175]
Insbesondere die Adsorption von ANS an Homopolymere aus den Aminosäuren
Lysin, Histidin und Arginin zeigen deutlich, dass nicht notwendigerweise explizit
hydrophobe Bindungsstellen im Inneren von Proteinen zur Anbindung von ANS be-
nötigt werden.[174,175] Die Tatsache, dass die Beweglichkeit von ANS durch die Inter-
aktion mit der kationischen Aminogruppe eingeschränkt wird, reicht in diesen Fällen
aus, um eine Änderung der Fluoreszenzeigenschaften zu bewirken. Die Oberfläche
des Proteins beziehungsweise der Polyaminosäure behindert auch die freie Bewe-
gung der unmittelbar benachbarten Wassermoleküle und trägt damit zur Änderung
der Fluoreszenz bei.[174]
5.2 Titration von ANS mit Polymersomen
Zur Untersuchung der Wechselwirkung von Polymersomen mit ANS und zur Cha-
rakterisierung der Membraneigenschaften der Vesikel wurde zunächst ANS vorge-
legt und mit Polymersomlösung titriert. Für jede Vesikel-Konzentration wurde dabei
ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen und daraus die Wellenlänge des Maximums
(λmax) ermittelt (siehe Abb. 5.2).
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Abb. 5.2: Fluoreszenzspektren von ANS während der Titration mit Polymersomlö-
sung bei ausgewählten Vesikelkonzentrationen (ANS-Konzentration: 3 
10 6 M in Wasser).
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Während der Titrationen sollten unterschiedliche pH Werte untersucht werden.
Einerseits sollte die Titration in basischer Umgebung stattfinden, sodass die hinzu ti-
trierten Polymersome im entquollenen, kollabierten Zustand vorliegen. Da ANS eine
Sulfonsäuregruppe aufweist, ist zur Stabilisierung des pH Wertes ein Puffer notwen-
dig. Konkret dazu wurde Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) bei pH 8 verwen-
det.
Andererseits sollten diese Experimente auch in saurer Umgebung stattfinden, so-
dass die Vesikel im gequollenen Zustand vorliegen. Hierzu wurde das ANS in Acetat-
Puffer (pH  4,6) gelöst. Weiterhin wurden das ANS auch nur in MQ-Wasser vor-
gelegt und titriert.
Nach der Aufnahme der Fluoreszenzspektren während der Titration kann  max er-
mittelt und in Abhängigkeit von der Vesikelkonzentration dargestellt werden (siehe
Abb. 5.3). Die angegebene Vesikelkonzentration beruht auf der Massenkonzentration
des BCPs bei der Assemblierung. Da sich die Masse der BCPs bei der Polymersombil-
dung und Vernetzung nicht ändert, kann man die Masse der Polymere mit der Masse
der daraus resultierenden Polymersome gleichsetzen. So wurden die Polymersome
für die Untersuchungen mit ANS immer in einer Konzentration von 1mg/ml assemb-
liert. Nach der Vernetzung kann dann durch Verdünnung eine bestimmte Vesikelkon-
zentration eingestellt werden. Im Falle der Titration von ANS mit Polymersomlösung
ergibt sich diese Verdünnung durch die Zugabe der Vesikelstammlösung zur vorge-
legten ANS-Lösung.
Die Angabe der Vesikelkonzentration in Masse der Polymersome pro ml Lösung
hängt dabei ausschließlich von der Einwaage des BCPs vor der Assemblierung und
den Verdünnungen nach der Vernetzung ab. Im Gegensatz zur molaren Konzentrati-
on der Polymersome ist es nicht notwendig, die Aggregationszahl zu ermitteln.
Bei der Titration zeigt sich für alle untersuchten Proben eine deutliche Verkür-
zung von  max mit zunehmender Vesikelkonzentration (siehe Abb. 5.3). Dies bedeu-
tet, dass das ANS in den Vesikeln eine hydrophobere Umgebung vorfindet als in der
wässrigen Ausgangslösung. Die Messwerte von  max scheinen sich dabei für hohe
Vesikelkonzentrationen asymptotisch an einen Grenzwert anzunähern, wobei dieser
Grenzwert aber noch außerhalb des untersuchten Konzentrationsbereiches vermutet
wird.
Für höhere Vesikelkonzentrationen werden Unterschiede zwischen den Puffersys-
temen deutlich (siehe Abb. 5.3). Für die Probe im Acetat-Puffer liegen die Werte für
 MQ: Reinstwasser aufbereitet mittels MerckMillipore Milli-Qfi Geräten.
97
5 Charakterisierung mittels der Fluoreszenz-Sonde ANS
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
460
480
500
520
m
ax
 (n
m
)
Vesikelkonzentration (mg/ml)
 MQ-Wasser
 Tris-Puffer
 Acetat-Puffer
[ANS] = 3E-6 M
Abb. 5.3: Titration von ANS mit Polymersomen: λmax des ANS in Abhängigkeit von
der Vesikelkonzentration für Titrationen in Tris-Puffer, Acetat-Puffer und
MQ-Wasser (ANS-Konzentration: 3  10  6 M).
λmax dabei signifikant höher als bei der Titration im basischen Tris-Puffer. So wird
bei der höchsten analysierten Vesikelkonzentration ( 0,1mg/ml) ein λmax(Acetat)
von 490nm ermittelt, während λmax(Tris) und λmax(Wasser)mit 470 und 469nm viel
kleiner sind. Dies wird darauf zurückgeführt, dass die Umgebung der ANS-Moleküle
in den gequollenen Polymersomen signifikant hydrophiler ist als in den entquollenen
Vesikeln.
Die Ergebnisse imMQ-Wasser sind dabei weitgehendmit denen in Tris-Puffer iden-
tisch. Auch hier detektieren die ANS-Sonden, insbesondere bei höheren Vesikelkon-
zentrationen, eine hydrophobe Umgebung. Aufgrund der Sulfonsäure-Gruppe des
ANS sollte die Ausgangslösung zunächst einen leicht sauren pH aufweisen. Da die
hinzu titrierte Vesikellösung aber einen leicht basischen pH besitzt und die Poly-
mersome selbst durch die tertiären Aminogruppen der Blockcopolymere (BCPs) eine
Pufferwirkung entfalten, steigt der pHWert während der Titration rasch an. Dadurch
wird auch hier vergleichbar mit dem Tris-Puffer ein neutraler beziehungsweise leicht
basischer pH erreicht, sodass auch hier die Vesikel entquollen vorliegen.
Einuss der Quantenausbeute
Neben der Betrachtung der Wellenlänge des Fluoreszenzmaximums kann man aber
auch die Fluoreszenzintensität bei λmax analysieren. Schon bei den drei Beispiel-
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spektren in Abbildung 5.2 kann man eine Zunahme der Intensität mit steigender
Vesikelkonzentration erkennen. Der Vergleich dieser Intensitäten für die Proben in
Tris- und Acetat-Puffer sowie MQ-Wasser ist in Abbildung 5.4 dargestellt.
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Abb. 5.4: Titration von ANS mit Polymersomen: Fluoreszenzintensität des ANS im
Maximum in Abhängigkeit der Vesikelkonzentration für Titrationen in Tris-
Puffer, Acetat-Puffer und MQ-Wasser (ANS-Konzentration: 3  10 6 M).
Dabei zeigt sich für alle Proben eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensi-
tät mit der Vesikelkonzentration. Aus der Literatur ist bekannt, dass ANS in einer
hydrophoben Umgebung eine höhere Fluoreszenz-Quantenausbeute und somit eine
größere Fluoreszenzintensität besitzt.[169,170,172] Dieser Effekt kann auch hier beob-
achtet werden. Dabei ist die Zunahme der Intensität für die beiden basischen Proben
stärker ausgeprägt als für die saure Probe im Acetat-Puffer. Damit kann die Interpre-
tation der Ergebnisse von  max bestätigt werden.
Die Veränderung der Quantenausbeute durch die chemische Umgebung zeigt je-
doch, dass die Analyse von  max nur qualitativ erfolgen kann, da  max und die Ve-
sikelkonzentration nicht proportional zueinander sind. Wenn ein ANS-Molekül eine
Umgebung findet, die etwas hydrophober ist als die vorherige, so verringert sich
nicht nur die  max dieses einen Moleküls. Zusätzlich steigt auch die Quantenausbeu-
te dieses speziellen Moleküls, wodurch es intensiver fluoresziert und dadurch in der
Gesamtheit der Fluoreszenz aller ANS-Moleküle mehr Gewicht erhält. Dieser »Quan-
tenausbeute-Effekt« führt damit immer zu einer Verstärkung der Beobachtungen.
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Beispielsweise für MQ-Wasser kann eine Differenz der Fluoreszenzintensitäten um
den Faktor 12 zwischen 0 und 0,1mg/ml Polymersom-Konzentration gemessen wer-
den (siehe Abb. 5.4). Für dieses konkrete Beispiel kann man also feststellen, dass 12
freie ANS-Moleküle genauso stark fluoreszieren wie ein einziges ANS, welches mit
den Polymersomen wechselwirkt. λmax wird aus dem Maximum der Fluoreszenzin-
tensität ermittelt, wobei zu dieser Fluorezenzintensität alle ANS-Moleküle beitragen.
In dem diskutierten Beispiel würde also ein Wert für λmax ermittelt werden, welcher
sich genau in der Mitte zwischen λmax(frei) und λmax(gebunden) befindet, obwohl 12
freie ANS einem einzigen wechselwirkendem Molekül gegenüberstehen.
Diese Betrachtung wird weiter verkompliziert, wenn man bedenkt, dass dieser
»Quantenausbeute-Effekt« im Acetatpuffer weniger stark ausgeprägt ist. Im Sauren
ist der Unterschied der Fluoreszenzintensität zwischen freien ANS und gebundenem
ANS im Vergleich zum Tris-Puffer weniger als halb so stark (siehe Abb. 5.4).
Zusammenfassend wird eine Änderung von λmax durch die Unterschiede in der
Quantenausbeute überproportional verstärkt. Dadurch ist es für die hier untersuch-
ten Systeme nicht möglich, quantitative Rückschlüsse aus einer Veränderung von
λmax abzuleiten. Wenn also in den nachfolgenden Interpretationen von Anteilen an
freiem oder wechselwirkendem ANS die Rede ist, so beziehen sich diese Angaben auf
die Gesamtfluoreszenz und dürfen nicht als Konzentrationen missverstanden wer-
den.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ANS auf die Vesikel reagiert
und ihre Präsenz durch eine Verringerung von λmax anzeigt. Für einen großen Über-
schuss an Vesikeln wird dabei ein Grenzwert, die Umgebung mit der größten Hydro-
phobizität, erreicht. Dabei zeigen Polymersome im saurenMedium eine längere λmax ,
das heißt eine weniger hydrophobe Umgebung, als Vesikel in basischen/neutralen
Medien.
Die hydrophobe Umgebung in den Vesikelmembranen verringert nicht nur λmax ,
sondern erhöht auch die Fluoreszenzquanten-Ausbeute. Dies führt wiederum zu ei-
ner intensiveren Fluoreszenz dieser Moleküle, wodurch sie in der Gesamtheit der
ANS-Moleküle überproportional repräsentiert werden. Aus diesem Grund kann die
Verschiebung von λmax nicht quantitativ, sondern nur qualitativ ausgewertet werden.
Um die λmax -Grenzwerte für hohe Vesikelkonzentrationen zu bestimmen, müss-
te die Konzentration der Polymersome weiter erhöht werden. In der Praxis sind dem
durch die Assemblierungskonzentration von 1mg/ml aber enge Grenzen gesetzt. Die-
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ses Problem wird dadurch vergrößert, dass durch die Zugabe der Vesikel die ANS-
Ausgangslösung verdünnt wird. Dadurch werden die durch den Puffer vorgegeben
pH-Bedingungen immer weiter verändert, was die Interpretation weiter verkompli-
ziert. Zudem wird bei dieser Durchführungsweise der Titration eine große Menge
an Polymersomprobe benötigt. Um diese Nachteile zu umgehen, wurden Probe und
Maßlösung für weitere Experimente getauscht, das heißt eine ANS-Maßlösung zu
den Polymersom-Proben hinzu titriert.
5.3 Titration von Polymersomen mit ANS
Zur weiteren Untersuchung der Wechselwirkung von Polymersomen mit ANS und
zur Charakterisierung der Membraneigenschaften der Vesikel wurden von nun an
die Polymersome vorgelegt und mit ANS-Lösung titriert. Statt der ANS-Konzentra-
tion ist jetzt die Masse der Vesikel während der Konzentration konstant. Für jede
ANS-Konzentration wurde ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen und daraus die
Wellenlänge des Maximums (λmax) ermittelt (siehe Abb. 5.5A).
Diese Durchführung würde ebenfalls wie in Abbildung 5.4 eine Analyse der Fluo-
reszenzintensität zulassen. Allerdings konnte bei hohen ANS-Konzentrationen fest-
gestellt werden, dass viel Anregungslicht im vorderen Bereich der Küvette absorbiert
wird. Aufgrund der Geometrie der Messeinrichtung kann das an dieser Stelle erzeug-
te Fluoreszenzlicht nicht detektiert werden. Dies führt bei hohen ANS-Konzentratio-
nen sogar zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitäten (siehe Abb. 5.5B). Aus die-
sen Gründen wurde auf eine detaillierte Betrachtung der Intensitäten verzichtet und
λmax als robustere und verlässlichere Messgröße herangezogen. Nichtsdestotrotz gilt
aber weiterhin, dass die Verschiebung von λmax durch den »Quantenausbeute-Effekt«
(S. 98) überproportional verstärkt wird und deshalb qualitativ betrachtet werden
muss.
Bei Durchführung der Titration der Polymersome mit ANS wurden ebenfalls ver-
schiedene pH Werte untersucht. Dazu wurden die Polymersom-Ausgangslösungen
entweder mit Tris-Puffer, MQ-Wasser oder Acetat-Puffer verdünnt und anschließend
titriert. Als Blindprobe wurde reines MQ-Wasser verwendet, in dem sich keine Vesikel
oder Puffer befanden. Repräsentative Bespiele von Ergebnissen solcher Titrationen
sind in Abbildung 5.6 dargestellt.
Die Blindprobe zeigt als Negativkontrolle keine Änderung der Fluoreszenzeigen-
schaften des ANS über wesentliche Bereiche der Titrationen auf. Die Fluoreszenz
erfolgt unabhängig von der ANS-Konzentration bei ca. 523 nm. Diese Wellenlänge
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Abb. 5.5: Fluoreszenzspektren von ANS während der Titration von Polymersomen
bei ausgewählten ANS-Konzentrationen sowie Ermittlung des Fluores-
zenzmaximums λmax(A). Entwicklung der Fluoreszenzintensität über die
Titration hinweg (B).
zeigt also frei in Lösung vorliegende ANS-Moleküle an. Bei sehr hohen ANS-Kon-
zentrationen nähern sich auch alle anderen Kurven an diesen Wert an, dass heißt
der Großteil des ANS liegt in freier Lösung vor. Gebundene ANS-Moleküle machen
dann einen so kleinen Anteil an der ANS-Gesamtfluoreszenz aus, dass sie nicht mehr
wahrgenommen werden können. Bis zum Erreichen dieses Zustandes gestaltet sich
die Interpretation der Kurven jedoch komplexer.
Tris-Puffer
Die Polymersome liegen hier im entquollenen Zustand vor und die Membranen ent-
halten kein Wasser. Die ANS-Moleküle können vermutlich in geringem Umfang in die
Membranen hinein diffundieren. Die Absenkung von λmax gegenüber der Blindpro-
be im Bereich von kleineren ANS-Konzentrationen (siehe Abb. 5.6) könnte zusätzlich
auch auf einige Aminogruppen an der Phasengrenze zwischen Membran und Hülle
der Vesikel zurückzuführen sein.
Bei der Zugabe von mehr ANS im Laufe der Titration erhöht sich λmax kontinuier-
lich und nähert sich asymptotisch dem Grenzwert von ca. 523 nm für freies ANS an.
Im Wesentlichen wird also lediglich freies ANS in der Pufferlösung angereichert.
MQ-Wasser
Der Ausgangszustand der Polymersome zu Beginn der Titration ist bei der Verdün-
nung durch MQ-Wasser schwer abzuschätzen. Referenzmessungen durch dynami-
sche Lichtstreuung (DLS) in 10facher Verdünnung und pH Wert-Bestimmungen in
102
5.3 Titration von Polymersomen mit ANS
1E-6 1E-5 1E-4
460
480
500
520
 Blindprobe
 Tris-Puffer
 Acetat-Puffer
 MQ-Wasser
m
ax
 (n
m
)
[ANS] (M)
Abb. 5.6: Titration von Polymersomen mit ANS: λmax des ANS in Abhängigkeit
der Konzentration. Repräsentative Beispiele für Titrationen in Tris-Puf-
fer, Acetat-Puffer, MQ-Wasser und reines MQ-Wasser ohne Polymerso-
me als Negativkontrolle (Polymersome aus BCP-24, Vesikelkonzentration
0,01mg/ml).
verdünnten Salzlösungen (siehe Abb. A.12 und Tab. A.1 im Anhang) führen aber zu
dem Schluss, dass die Polymersome weitgehend entquollen sind. Die Lösung enthält
keine Pufferionen und ist damit, verglichen mit dem Tris-Puffer, insgesamt hydro-
phober.
Die Messwerte von λmax über den Verlauf der Titration hinweg lassen sich grob in
zwei Bereiche einteilen. Zunächst steigt λmax langsam an. Dies bedeutet, dass zwar
freies ANS in der Lösung angereichert wird, aber gewisse Anteile des ANS auch in
die Membran diffundieren und so einen steileren Anstieg von λmax , wie er beim Tris-
Puffer auftritt, verhindern. Ab einer gewissen Sättigungskonzentration nimmt die
Fluoreszenzwellenlänge dann deutlich stärker zu und nähert sich schlussendlich an
die λmax des freien ANS an.
Da ANS eine stark saure Sulfonsäuregruppe aufweist, kommt es im Laufe der Ti-
tration zu einer Änderung des pH Wertes beziehungsweise zu einer Protonierung
der Aminogruppen der Polymersome. Bei hohen ANS-Konzentrationen kommt es zur
Quellung der Vesikel. Dementsprechend tritt im hinteren Drittel der Titrationskurve
ein qualitativ ähnlicher Kurvenverlauf zum sauren Acetat-Puffer auf.
Acetat-Puffer
Der pH Wert im Acetat-Puffer liegt deutlich unter dem kritischen pH (pH  , siehe
Abs. 4.3) der Polymersome, sodass diese über den gesamten Vorgang hinweg im ge-
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quollenen Zustand vorliegen sollten. Im Anfangsbereich der Titration mit ANS steigt
λmax zunächst langsam an. Vergleichbar mit dem Verhalten in MQ-Wasser reichert
sich ein Teil des ANS in freier Lösung an, während ein kleinerer Teil auch in die
Membranen diffundiert. Dies erklärt, warum λmax nicht im gleichem Maße ansteigt
wie im Tris-Puffer.
Im Hinblick auf die Messwerte von Abbildung 5.6 bildet sich bei  2  10  5 M ANS-
Konzentration ein lokales Maximum aus. Dies bedeutet, dass trotz größerer Men-
gen an ANS die durchschnittliche Umgebung aller ANS-Moleküle nicht hydrophiler
wird. Nach Erreichen des lokalen Maximums nimmt λmax sogar noch weiter ab. Mit
zunehmender Gesamtmenge an ANS-Molekülen wird ihre Umgebung also immer
hydrophober.
Ungefähr bei  5  10  5 M ANS bildet sich ein lokales Minimum aus. Danach steigt
λmax wieder an und nähert sich schließlich an die Wellenlänge des freien ANS an.
Nach dem Erreichen des lokalen Minimums wird also vor allem ANS in der Lösung
angereichert.
Postulierung der Membranreorganisation
Um die in Acetat-Puffer beobachteten lokalen Extrema zu erklären, wurde das Expe-
riment mit verschiedenen Pufferkonzentrationen wiederholt (siehe Abb. 5.7). Dazu
wurde der Acetat-Puffer in verschiedenen Verhältnissen mit MQ-Wasser verdünnt.
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Abb. 5.7: Titration von Polymersomen mit ANS: Abhängigkeit der lokalen Extrema
von der Konzentration des Acetat-Puffers (Polymersome aus BCP-24, Vesi-
kelkonzentration 0,01mg/ml).
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Lage der lokalen Extrema von der Konzentration
des Puffers abhängt. Dies lässt auf eine Verdrängung der Acetat-Ionen aus der Vesi-
kelmembran durch das ANS schließen. Dabei wird für höhere Pufferkonzentration
mehr ANS benötigt, um die Puffermoleküle aus der Membran zu verdrängen als für
verdünnte Puffer (Abb. 5.7, Acetat 50% und Acetat 25%).
Dieses Verdrängungsverhalten allein kann jedoch nur die Abhängigkeit von der
Pufferkonzentration erklären, nicht aber die lokalen Extrempunkte von λmax . Hier-
für muss ein weiterer Prozess stattfinden, welcher die lokale Umgebung des ANS in
hohem Maße hydrophober macht. Dieser Prozess muss weiterhin diskontinuierlich
sein, da er erst bei einer gewissen ANS-Konzentration in der Membran beginnt.
Alle diese Anhaltspunkte lassen auf eine Reorganisation der Membran schließen.
Diese Reorganisation wird bei einer gewissen ANS-Konzentration ausgelöst und führt
höchstwahrscheinlich zu einer Verdrängung vonWassermolekülen aus der Membran,
was mit einem teilweisen Schrumpfen oder Kollabieren einhergeht (siehe Abb. 5.8).
Dadurch wird die Umgebung des ANS zunehmend hydrophober. In einigen Fällen
werden dadurch sogar Werte für λmax ermittelt, die sich auf dem gleichen Niveau
wie zu Beginn der Titration befinden. Man kann sich die protonierten Polymerket-
ten der Vesikelmembran auch als einen Polyelektrolyten und das ANS mit seiner
Sulfonat-Gruppe als Gegenion vorstellen, welches eine Konformationsänderung des
Polyelektrolyten auslösen kann.
In der Literatur lässt sich auch ein Beispiel für Strukturänderungen durch ANS
finden.[174] Bei diesen Untersuchungen wurde Poly(arginin) in verschiedenen Ver-
hältnissen mit ANS gemischt, wobei Circulardichroismus-Spektren die Bildung von
α-Helix-Bereichen aus ungeordneten Knäuelstrukutren zeigen. Näherungsweise er-
gab sich bei diesen Experimenten ein stöchiometrisches Verhältnis von ANS pro Ar-
ginin-Seitenkette von 1:1.[174]
Zusammenfassend kann man feststellen, dass bei hohen ANS-Konzentration un-
abhängig von der Art der Probe die λmax des freien ANS (523nm) ermittelt wird.
Für Vesikel in Tris-gepufferter Lösung, das heißt bei entquollener Membran, wird zu
Beginn der Titration ( 1  10 6 M) eine Verschiebung von λmax hin zu kürzeren Wel-
lenlängen beobachtet. Das bedeutet, dass zumindest einige ANS-Moleküle mit dem
Inneren oder der Oberfläche der Vesikelmembran wechselwirken und dadurch eine
hydrophobere Umgebung signalisieren. λmax nimmt bei Titrationen im Tris-Puffer
kontinuierlich zu. Dies bedeutet lediglich eine Anreicherung von freien ANS in der
Lösung (siehe Abb. 5.8).
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Abb. 5.8: Schema der Prozesse bei der ANS-Titrationen: Anreicherung von freiem
ANS im Tris-Puﬀer sowie Protonierung der Aminogruppen und Verände-
rung des pHs in MQ-Wasser. Im Acetat-Puﬀer werden zunächst die Puf-
fer-Ionen aus der Membran verdrängt, worauf sich die Membranreorga-
nisation anschließt, welche unter Verdrängung von Wassermolekülen aus
der Membran abläuft.
Für MQ-Wasser steigt λmax zu Beginn langsam an. Mit steigender Gesamtkonzen-
tration kann also ein Teil des ANS in der Membran aufgenommen werden, der Groß-
teil wird jedoch in der Lösung angereichert. Ab einem Übergangsbereich steigt λmax
mit zunehmender ANS-Konzentration stärker an. An dieser Stelle wurde die Kapazi-
tät der Membranen für ANS ausgeschöpft (siehe Abb. 5.8).
Besonders interessant ist das Verhalten in Acetat-Puﬀer. Zunächst steigt λmax lang-
sam an, wobei aber ein geringerer Anstieg als beim Tris-Puﬀer zu verzeichnen ist. Das
heißt, dass eine gewisse Teilmenge des ANS auch in die Membran diﬀundiert. Ab ei-
ner kritischen ANS-Membran-Konzentration kommt es zu einer Umlagerung oder
Reorganisation der Membranen. Dabei wird vermutlich Wasser aus den Membranen
verdrängt und die Polarität der Umgebung der ANS-Moleküle stark verringert (siehe
Abb. 5.8). Nach Abschluss dieses Vorgangs überwiegt wieder wie in allen Szenarien
die Anreicherung des freien ANS.
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Zur Überprüfung, ob es sich bei der Reorganisation tatsächlich um eine Struktur-
veränderung der Vesikel handelt, wurden Lösungen aus dem reinen BCP in Acetat-
Puffer hergestellt. Da der pH Wert im Acetat-Puffer unterhalb der Assemblierungs-
bedingungen liegt, handelt es sich hierbei um einzeln vorliegende, individuelle Ma-
kromoleküle. Titrationen in anderen Medien wie Tris-Puffer oder ähnlichem konnten
nicht durchgeführt werden, da unter neutralen bzw. leicht basischen Bedingungen
sofort eine Aggregationen bzw. Assemblierung einsetzen würde.
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Abb. 5.9: ANS-Titration von gelöstem Blockcopolymer (BCP) in Acetat-Puffer ver-
schiedener Konzentration inklusive der Titrationskurve in MQ-Wasser für
vernetzte Polymersome, welche aus diesem BCP assembliert wurden (A);
vergrößerte Detailansicht dieser Messungen (B), (Polymer BCP-24, Kon-
zentration 0,01mg/ml).
Die Titration von individuellen Polymeren in Acetat-Puffer (siehe Abb. 5.9A) wei-
sen keine lokalen Extrema auf, wie sie für analoge Polymersome beobachetet wurden
(siehe Abb. 5.7). Die absoluten Werte für λmax befinden sich mit 505nm bei einer
ANS-Konzentration von 1  10 6 M auf einem ähnlichen Niveau wie bei der Unter-
suchung analoger Vesikelproben (siehe Abb. 5.7). Es liegen also ebenfalls Wechsel-
wirkungen zwischen dem Polymer und ANS vor, ohne dass es jedoch zur ähnlichen
ausgeprägten Reorganisationen kommen würde.
Bei detaillierter Betrachtung der Messkurven in Abbildung 5.9B kann man ein lo-
kales Minimum der Kurven bei  3  10 5 M ANS vermuten. Allerdings ist es schwer,
diese Minima mit ausreichender Sicherheit und Genauigkeit festzustellen. Eventuell
liegt also auch für die gelösten BCPs ein Reorganisationsverhalten vor, allerdings ist
dieser Effekt nur sehr schwach ausgeprägt.
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Mit diesem Kontrollexperiment konnte somit gezeigt werden, dass das Auftreten
von lokalen Extrempunkten von λmax auf die vesikuläre Struktur zurückzuführen ist
oder zumindest durch sie in außerordentlichenMaße verstärkt wird. Dies unterstützt
die These von der Verdrängung von Wasser aus der Membran. Im Falle von individu-
ell gelösten Makromolekülen werden zwar Polymer-ANS-Interaktionen anhand der
Absenkung von λmax beobachtet, der Ausschluss von Wasser aus der Umgebung des
ANS ist jedoch im Gegensatz zu den Vesikelstrukturen gar nicht möglich.
5.4 Einfluss der Vesikelkonzentration
Die bisher gezeigten Ergebnisse wurden alle bei einer Vesikelkonzentration von
0,01mg/ml ermittelt, was durch 100fache Verdünnung der vernetzten Vesikel er-
reicht wurde. Diese starke Verdünnung demonstriert einerseits die hervorragende
Empfindlichkeit von Fluoreszenz-Spektroskopie. Andererseits können Polymersom-
lösungen dieser Konzentration kaum noch mit anderen Methoden wie DLS oder
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht werden. Aus diesen Grün-
den wurde zunächst der Einfluss der Vesikelkonzentration untersucht.
Abbildung 5.10 zeigt dabei charakteristische Messwerte für Vesikelkonzentratio-
nen von 0,02mg/ml (50fach verdünnt) sowie 0,1mg/ml (10fach verdünnt). Dabei
können qualitativ kaum Unterschiede zwischen 0,02mg/ml und 0,01mg/ml (siehe
dazu Abb. 5.6) ausgemacht werden. Für eine Vesikelkonzentration von 0,1mg/ml
jedoch zeigen sich abweichende Ergebnisse insbesondere im Hinblick auf die Expe-
rimente in Tris-Puffer.
Zusätzlich zum Vergleich der gemessenen Kurven ist es auch möglich, eine Nor-
mierung durchzuführen. Bei diesem Vorgang wird die ANS-Konzentration durch die
Polymersom-Konzentration geteilt und man erhält die Stoffmenge des ANS pro Ge-
samtmasse der Vesikel (in mol/g). Zunächst werden die Titrationen in MQ-Wasser
und Tris-Puffer betrachtet, woran sich dann die Interpretation der Ergebnisse in Ace-
tat-Puffer anschließt.
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Abb. 5.10: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen der Polymersome (Polymersome aus BCP-24).
MQ-Wasser
Wenn man die Messungen von λmax in MQ-Wasser für verschiedene Vesikelkonzen-
trationen vergleicht, stellt man zunächst eine Verschiebung der Kurvenmit steigender
Vesikelkonzentration nach rechts fest (siehe Abb. 5.11A). Dies lässt sich darauf zu-
rückführen, dass einfach mehr Vesikel vorhanden sind, die ANS aufnehmen können.
Weiterhin ist es auf einfache Art und Weise möglich, diese Annahme durch die
Normierung der x-Achse zu überprüfen. Dabei wird die ANS-Konzentration auf die
Vesikelkonzentration normiert. Als Resultat kann man eine Überlappung der Kur-
ven feststellen (siehe Abb. 5.11B). Dies bedeutet, dass nur das Verhältnis von ANS
und Polymersomen einen Einfluss auf die resultierende λmax hat. Eine Erhöhung der
Vesikelkonzentration um den Faktor X bedeutet prinzipiell dasselbe wie eine Verrin-
gerung der ANS-Konzentration um den gleichen Faktor.
Dieses Verhalten trat unabhängig vom assemblierten Polymer auch bei BCPs mit
veränderter Monomerzusammensetzung auf (siehe Abb. A.4 bis A.6 im Anhang).
Veränderung der BCP-Zusammensetzung bedeutet in diesem Zusammenhang, dass
der Anteil an Diethylaminoethylmethacrylat (DEAEMA) reduziert wurde und im Ge-
genzug n-Butylmethacrylat (nBMA) als weiteres Monomer verwendet wurde (siehe
dazu Kapitel 4 bzw. Abs. 5.6).
Die Überlappung ist ebenfalls unabhängig von der Tatsache, dass es während der
Titration in MQ-Wasser zu einem Wechsel des pH Wertes kommt, wobei der pH Wert
der Polymersomlösung vor der Verdünnung experimentellen Schwankungen von pH
7 bis 9 unterlag. Allerdings ist dieses Polymersom-System im Vergleich zu den System
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Abb. 5.11: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen der Polymersome für Titrationen in MQ-Wasser
(A), sowie die gleichen Kurven nach Normierung auf die Vesikelkonzen-
tration (B); (Polymersome aus BCP-24).
in Tris- oder Acetat-Puffer um eine Komponente simpler und umfasst lediglich die
ANS-Konzentration sowie die Konzentration der Vesikel selbst.
Tris-Puffer
Aufgrund der höheren Anzahl der Vesikel können diese dann analog zur Betrachtung
inMQ-Wasser auchmehr ANS binden, sodass auch hier eine Verschiebung der Titrati-
onskurven nach rechts, das heißt zu höheren ANS-Konzentrationen beobachtet wird.
Allerdings unterscheidet sich der Kurvenverlauf bei 0,1mg/ml Vesikelkonzentration
signifikant von denen höherer Verdünnung (siehe Abb. 5.12).
Im Gegensatz zum MQ-Wasser führt die Normierung der x-Achse nicht zu einer
Überlappung der Kurven (Abb. 5.12B). Selbst die gute Überlappung der Kurven von
0,01 und 0,02mg/ml ist vermutlich auf experimentelle Abweichungen wie Titrati-
onsungenauigkeiten zurückzuführen, da analog dazu durchgeführte Messungen an
Polymersomen aus weiteren BCPs mit n-Butyl-Anteilen dieses Verhalten nicht bestä-
tigten (siehe Abb. A.4 und A.6 im Anhang).
Wie aus Abbildung 5.10 ersichtlich wird, überlappen für eine Polymersom-Kon-
zentration von 0,1mg/ml die Titrationskurven von Tris-Puffer und MQ-Wasser in
der ersten Hälfte der Titration. Erst ab  3  10 5 M ANS steigt die Tris-Kurve stärker
an. Bis zu diesem Punkt scheinen beide Polymersom-Lösungen das gleiche Verhalten
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Abb. 5.12: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen der Polymersome für Tris-Puffer (A), sowie die
gleichen Kurven nach Normierung auf die Vesikelkonzentration (B); (Po-
lymersome aus BCP-24).
zu zeigen.
Der relativ flache Anstieg der Kurve in diesem Bereich lässt sich so erklären, dass
nur ein Teil des ANS frei in Lösung angereichert wird. Ein signifikanter Anteil des
ANS wechselwirkt allerdings mit den Vesikelmembranen und verhindert so einen
steileren Anstieg. Anscheinend findet das ANS dabei unabhängig von der Art der Lö-
sungen ähnliche Bindungsstellen vor. Ob sich diese Bindungsstellen nun hauptsäch-
lich an der Oberfläche der Membran oder auch innerhalb der Membran befinden,
kann nicht abschließend beurteilt werden.
Es lässt sich jedoch vermuten, dass an dem Punkt, an dem sich die Kurven trennen,
der Tris-Puffer eine Protonierung der Membran verhindert. Somit können keine wei-
teren Bindungsmöglichkeiten mehr geschaffen werden (siehe Abb. 5.13). In Wasser
jedoch sinkt der pH Wert durch die Zugabe der Säure ANS langsam, sodass die Ami-
no-Gruppen nach und nach protoniert werden. Dies ermöglicht es wahrscheinlich,
dass das ANS tiefer in die Membranen eindringen kann und dadurch mehr Bindungs-
stellen erreichen kann.
Dieses Verhalten der überlappenden Kurven kann bei niedrigeren Vesikelkon-
zentrationen (0,01 bzw. 0,02mg/ml) nicht beobachtet werden (siehe Abb. 5.6
und 5.10). Hier sind bei gleicher ANS-Konzentration so wenige Vesikel vorhanden,
dass im Tris-Puffer bereits alle der möglichen Bindungsstellen nahe der Oberfläche
abgesättigt sind.
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Abb. 5.13: Erweitertes Schema zu den Prozessen bei der ANS-Titration: Während
der Tris-Puﬀer den pH konstant im basischen Bereich hält, kann inWasser
eine Protonierung der Aminogruppen der Membran einsetzen, wodurch
das ANS tiefer in die Membran eindringen kann (Vesikelkonzentration
0,1mg/ml).
Acetat-Puffer
Bei den Experimenten in Acetat-Puﬀer zeigt sich mit zunehmender Vesikelkonzen-
tration eine Verschiebung der lokalen Extrempunkte hin zu größeren ANS-Konzen-
trationen (siehe Abb. 5.14). Auch in einem verdünnten Acetat-Puﬀer (50Vol%) lässt
sich dieses Verhalten beobachten. Dies bedeutet, dass eine größere Menge an ANS
vorliegen muss, um die Reorganisation auszulösen. Aufgrund der Tatsache, dass auch
mehr Vesikel vorhanden sind, ist dies analog zu den Experimenten in Wasser und
Tris-Puﬀer nicht weiter verwunderlich.
Wenn man nun wiederum wie in Abbildung 5.15 eine Normierung der ANS-Kon-
zentration durchführt und die ANS-Konzentration pro Konzentration an Polymerso-
men betrachtet, kann man weitere Rückschlüsse ziehen. Wie beim Tris-Puﬀer kommt
es nicht zu einer Überlappung der Kurven, sodass es über das Polymersom-ANS-Ver-
hältnis hinaus weitere Einﬂussfaktoren geben muss.
Wie auch schon in Abbildung 5.7 zeigt sich bei der Betrachtung unterschiedlicher
Verdünnungen des Acetat-Puﬀers, dass eine Verdünnung des Puﬀers eine Verschie-
bung der Extrema zu niedriger ANS-Verhältnissen bewirkt. Dieses Verhalten kann
auch durch eine Erhöhung der Polymersomkonzentration erreicht werden. Eine ver-
dünnterer Puﬀers hat also ähnliche Auswirkungen wie konzentriertere Vesikel. Dies
bedeutet, dass die Reorganisation der Membranen vom Verhältnis von 3 Konzen-
trationen abhängt und zwar der Polymersomkonzentration, der Puﬀerkonzentration
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Abb. 5.14: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen der Polymersome für Acetat-Puffer (Polymersome
aus BCP-24).
und der ANS-Konzentration.
Kapazität der Vesikel für ANS
Alle bisherigen Experimente weisen ausschließlich für Proben inMQ-Wasser die nied-
rigsten λmax -Werte auf. Für hohe Polymersomkonzentrationen und niedrige ANS-
Konzentrationen können gewisse Überschneidungen der Kurven in Wasser mit den
Werten im Tris-Puffer festgehalten werden (siehe Abb. 5.10). Im Bereich hoher ANS-
Gehalte überschneiden sich die Messwerte in Wasser teilweise mit denen aus dem
Acetat-Puffer (siehe Abb. 5.15). In der Summe allerdings ist die reine Polymersom-
lösung das System mit der größten Hydrophobizität der Umgebung des ANS.
Dieses Verhalten kann prinzipiell auf zwei Prozesse zurückgeführt werden. Einer-
seits könnte bei gleicher Polarität der Mikroumgebung eine größere Anzahl an ANS-
Molekülen mit den Vesikeln wechselwirken. Andererseits könnte bei gleicher Anzahl
der ANS-Moleküle die Umgebung etwas hydrophober sein.
Wenn man davon ausgeht, dass sich die Polarität der Membranen bei Titratio-
nen im Tris-Puffer nicht ändert, da die Vesikel unverändert im entquollenen Zustand
verbleiben, so müssen die Unterschiede mit einer höheren Kapazität in MQ-Wasser
erklärt werden. Dies ist einleuchtend, da ANS als Säure eine Protonierung der Amino-
gruppen in der Membran durchführen kann und so vermutlich leichter ins Membran-
innere diffundieren als bei vollständig entquollenen Polymersomen in Tris-Puffer.
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Abb. 5.15: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen der Polymersome für Acetat-Puffer nach Normie-
rung auf die Vesikelkonzentration, sowie die normierten Kurven in MQ-
Wasser als Referenz (Polymersome aus BCP-24).
Im Acetat-Puffer hingegen sind die Polymersome, zumindest vor der Reorganisa-
tion, vollständig gequollen. Hier sollte die größtmögliche Anzahl an Bindungsstellen
für ANS zugänglich sein. Das Reorganisationsverhalten zeigt aber deutlich, dass diese
Bindungsstellen vor der Reorganisation eine wesentlich polarere Umgebung aufwei-
sen, als dies in MQ-Wasser der Fall ist.
Zusammengefasst deutet dies daraufhin, dass die Messungen in reinem Wasser
hinsichtlich der Menge an aufgenommen ANS und hinsichtlich der ANS-Umgebung
mit der niedrigsten Polarität das Optimum darstellen. Deshalb zeigen die Kurven-
verläufe in MQ-Wasser die maximale Kapazität beziehungsweise die höchstmögliche
Anzahl an Bindungsstellen der Polymersome für ANS.
5.5 Einfluss von Salzen
Bisher wurden durch die Titration mit ANS entweder Proben in reinem Wasser oder
in Puffer untersucht. Da die pH-Responsivität der Vesikel eine Abhängigkeit von der
Salzkonzentration aufweist (siehe Abb. 4.12), könnten sich Salze in der umgebenden
Lösung auch auf die Polarität der Membranen auswirken. Weiterhin ist es denkbar,
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dass analog zu den Acetat-Molekülen auch andere Substanzen in die Membran dif-
fundieren und im Laufe der Titration durch ANS verdrängt werden könnten.
Aus diesen Gründenwurden die Polymersom-Lösungen (BCP-24)mit Salzlösungen
statt mit Puffern verdünnt und anschließend ANS-Titrationen durchgeführt. Als Sal-
ze wurden dabei Kaliumphosphat, Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid, Natriumchlo-
rid, Natriumsulfat und Kupfersulfat in drei verschiedenen Konzentrationen (0,1M,
0,01M und 0,001M) verwendet.
Kaliumphosphat
Kaliumphosphat bildet von allen untersuchten Salzen eine Ausnahme, da es in Lö-
sung einen basischen pH erwirkt. Dies ist darauf zurückzuführen, dass das Phosphat-
Anion eine starke Base ist, während die Kalium-Kationen nur sehr schwache Säuren
darstellen. Trotz der Zugabe von ANS als starker Säure führt dies zu einem stabi-
len pH Wert von  10 über den gesamten Verlauf der Titration hinweg (siehe auch
Tab. A.1 im Anhang).
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Abb. 5.16: ANS-Titration von Polymersomen in Kaliumphosphatlösung unterschied-
licher Konzentration zuzüglich der Kurve in Tris-Puffer als Referenz (Po-
lymersome aus BCP-24, Vesikelkonzentration 0,01mg/ml).
Aufgrund der permanent basischen Bedingungen unterscheiden sich die Ergeb-
nisse in K3PO4-Lösung kaum von denen in Tris-Puffer (siehe Abb. 5.16). Zu Beginn
der Titration ist  max noch leicht verringert, der wesentliche Anteil der Fluoreszenz
stammt aber schon vom frei vorliegenden ANS. Im Verlauf der Titration wird der An-
teil des freien ANS weiter erhöht, sodass vergleichsweise rasch das Plateau bei  
523nm erreicht wird.
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Beim Vergleich verschiedener K3PO4-Konzentration zeigt sich ein unerwartetes
Verhalten, das in dieser Form auch in Tris-Puffer beobachtet werden kann (siehe
Abb. A.1 im Anhang). Am Beginn der Titration werden für eine hohe K3PO4-Konzen-
tration geringere λmax -Werte ermittelt als für eine verdünnte Salzlösung. Die stellt
das exakte Gegenstück zu den Untersuchungen in Acetat-Puffer dar. Dort geht eine
Verdünnung des Puffers typischerweise mit kleineren Werten für λmax einher (siehe
Abb. 5.7).
Eventuell könnten Interaktionen der Phosphat- beziehungsweise Tris-Anionen mit
der Vesikelmembran dafür verantwortlich sein. Obwohl die Membran weitgehend
kollabiert ist, könnten einige Phosphationen mit Aminogruppen nahe der Membra-
noberfläche interagieren. Dies könnte dazu führen, dass es für ANS dadurch besser
möglich ist, ebenfalls an diesen Stellen mit der Membran wechselwirken zu können.
Somit würde eine Verdünnung des K3PO4 bewirken, dass etwas weniger ANS an
Oberflächen-nahen Bereichen der Membran binden kann, was wiederum mit einer
Erhöhung von λmax einhergeht.
Kupfersulfat und Neutralsalze
Im Gegensatz zu den basischen K3PO4-Lösungen weisen CuSO4-Lösungen schon am
Beginn der Titration einen sauren pHWert auf (siehe Tab. A.1). Genauso wie Acetat-
Puffer zeigt CuSO4-Lösung lokale Extrempunkte während Fluoreszenz-Titration (sie-
he Abb. A.2 im Anhang). Höchstwahrscheinlich kommt es auch hier zur Verdrängung
von Kupfersulfat aus der Membran, wobei ebenfalls eine Reorganisation stattfindet.
Überraschenderweise können die lokalen Extrema von λmax auch für Neutralsalze
wie Natriumsulfat, Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid (siehe Abb. 5.18) und Natri-
umchlorid (Abb. 5.17) ermittelt werden. Vergleichbar mit den Experimenten in MQ-
Wasser ändert sich dabei der pH Wert durch die Zugabe der Säure ANS von basisch
zu sauer. Dementsprechend ist ein partielles Quellen und eine Reorganisation der
Membranen durchaus denkbar.
Alle untersuchten Neutralsalz-Lösungen zeigen unabhängig vom spezifischen Salz
bei besonders hohen beziehungsweise besonders niedrigen Konzentrationen ein ähn-
liches Verhalten. Für Salzkonzentration im Bereich von 0,001M überlappen die Ti-
trationskurven mit denen vom MQ-Wasser. In diesem Fall ist die Salzkonzentrati-
on einfach zu gering, als dass sie ein messbares Reorganisationsverhalten erzeugen
könnte.
Für Salzkonzentrationen im Bereich von 0,1M gibt es eine gewisse Ähnlichkeit
zu den Kurvenverläufen vom Tris-Puffer. Hier kann kein oder nur wenig ANS in die
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Vesikelmembranen eindringen, da ein starker Überschuss an Salzen vorliegt. Erst bei
hohen ANS-Konzentration im Bereich von 6 bis 7  10 5 M kann ein kleines Minimum
ausgemacht werden, welches auf das Ende einer Membran-Reorganisation hinweisen
könnte.
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Abb. 5.17: ANS-Titration von Polymersomen in Natriumchloridlösung unterschied-
licher Konzentration zuzüglich der Kurven in Tris-Puffer und MQ-
Wasser als Referenzen (Polymersome aus BCP-24, Vesikelkonzentration
0,01mg/ml).
Für die mittlere Salzkonzentration von 0,01M werden analog zum Acetat-Puffer
die lokalen Extrempunkte in der Titrationskurve beobachtet. Obwohl sich die Mess-
werte qualitativ sehr ähneln, zeigen sich bei semi-quantitativer Betrachtung einige
Unterschiede. In NaCl-Lösungen wird bei 0,01M nur noch ein Plateau anstelle der
Extrema beobachtet. Hier ist anscheinend eine Erhöhung der NaCl-Konzentration,
zum Beispiel auf 0,032M nötig, um ein deutliches Reorganisationsverhalten beob-
achten zu können (siehe Abb. 5.17).
Das Gegenteil dazu stellt Na2SO4 dar. Hier deuten die Messwerte selbst für eine
sehr niedrige Konzentration von 0,001Mnoch auf ein Plateau bei  2  10 5 MANS hin
(siehe Abb. 5.18). Man benötigt also bei Na2SO4 im Vergleich zu NaCl eine geringere
Salzkonzentration, um ausgeprägte lokale Minima und Maxima hervorzurufen.
Die Verwendung von Kaliumchlorid und Magnesiumchlorid erzeugt bei diesen Ex-
perimenten sehr ähnliche Kurvenverläufe, obwohl sich die Kationen K+ und Mg2+
in Größe und Ladung sehr deutlich unterscheiden. Diese beiden Salze ordnen sich
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Abb. 5.18: ANS-Titration von Polymersomen in verschiedenen Salzlösungen (B-D)
und Titrationskurven in Wasser, Tris- sowie Acetat-Puffer als Referenz
(A), (Polymersome aus BCP-24, Vesikelkonzentration 0,01mg/ml).
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allgemein im Trend zwischen NaCl und Na2SO4 ein (siehe auch Abb. A.3 im Anhang).
Vergleich von Salzlösungen mit Acetat-Puffer
Um den Acetat-Puffer mit den Salzlösungen vergleichen zu können, wurde seine
Konzentration ermittelt. Dabei zeigte sich, dass Acetat-Puffer bei ähnlichen Konzen-
trationen (0,09M für Acetat 50%) verglichen mit den Salzlösungen (0,1M) eine
deutliche Verstärkung der lokalen Extrema aufweist. Vielleicht ist dies nicht auf die
Natur der Acetat-Anionen, sondern auf die Tatsache zurückzuführen, dass hier die
Polymersome bereits zu Beginn der Titration gequollen vorliegen. Dies würde schon
vor dem Start des Experiments eine Aufnahme von Pufferionen in die Membran er-
möglichen, sodass die Verdrängung dieser Ionen mit anschließender Reorganisation
stärker ausgeprägt ist.
Bei Neutralsalzen hingegen befinden sich die Polymersome am Beginn es Experi-
ments noch im entquollenen Zustand (siehe Tab. A.1). Erst im Laufe der Zugabe von
ANS ändert sich der pH, sodass eine Aufnahme von Salzen in die Vesikelmembran
vermutlich ebenfalls erst später stattfindet. Zu diesem Zeitpunkt liegt auch bereits
eine gewisse Menge ANS vor. Deshalb werden eventuell die Puffersalze und das ANS
zeitgleich eingelagert, wodurch eine Konkurrenz um die Bindungsstellen entsteht
(siehe Abb. 5.19).
Da auf diese Weise parallel zum Salz auch bereits viel ANS eingelagert wurde,
fällt der anschließende Verdrängungs- und Reorganisationsprozess etwas schwächer
aus. In diesem Zusammenhang wäre es interessant, Experimente mit Salzlösungen,
die auf einen sauren pH Wert voreingestellt sind, zu wiederholen. Der saure pH am
Anfang der Titration sollte es den Salzen analog zum Acetat-Puffer ermöglichen, alle
Amniogruppen im Inneren der Membran zu erreichen.
Aufgrund der Ähnlichkeit der Kurven von KCl und MgCl2 liegt es nahe, die Ver-
drängung durch ANS hauptsächlich an den Anionen festzumachen. Dies deckt sich
auch mit der Betrachtung des Acetat-Puffers. Hier liegt neben Essigsäure natürlich
Natriumacetat vor, welches sich in den Resultat von Natriumchlorid und Natrium-
sulfat deutlich unterscheidet. Auch NaCl- und Na2SO4-Lösung unterscheiden sich
voneinander.
Aus der Literatur ist bekannt, dass ANS vor allem mit protonierten Aminogruppen
wechselwirkt.[174,175] Da die Amine positiv geladen sind, erscheint die Bildung eines
Ionenpaars mit einem Anion wahrscheinlich. Die ANS-Moleküle, welche selbst durch
ihre Sulfonsäure-Gruppe Anionen sind, würden dann die anderen Anionen der Salze
von der tertiären Aminogruppen der Vesikelmembran verdrängen.
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Abb. 5.19: Schema der Prozesse bei der ANS-Titrationen in Neutralsalz-Lösungen:
Protonierung der Aminogruppen und gleichzeitige Einlagerung von ANS
und Anionen in die Membran. Bei höheren ANS-Konzentrationen werden
die Anionen des Salzes dann aus der Membran verdrängt und es kommt
zur Membranreorganisation, wobei zusätzlich Wasser aus der Membran
ausgestoßen wird.
Als Gegenargument verbleibt jedoch, dass Natriumchlorid einen schwächeren Ef-
fekt als die Chloride von Magnesium und Kalium hat und somit in gewisser Weise mit
dem Trend bricht. Zur Klärung des Sachverhalts könnten weitere Salze wie CaCl2,
K2SO4 oder MgSO4 untersucht werden.
Zusammenfassend zeigen die Experimente in Salzlösungen ebenfalls lokale Ex-
trempunkte in den Titrationskurven. Vermutlich lagern sich einige der Puﬀerionen
während der Titrationen in den Vesikelmembranen ein, wenn durch die Zugabe des
ANS der pH langsam sinkt. Dort werden sie wiederum bei noch höherer ANS-Kon-
zentration durch dieses verdrängt, woran sich die Reorganisation der Membran an-
schließt (siehe Abb. 5.19). Nur das basische Salz K3PO4, welches sich analog zum
Tris-Puﬀer verhält, bildet hier eine Ausnahme.
Bei niedrigen Salzkonzentration nähern sich die Kurven immer mehr an die Er-
gebnisse von MQ-Wasser an, während die Extrema bei hohen Salzkonzentrationen
ebenfalls an Deutlichkeit verlieren, da aufgrund der hohen Salzkonzentration das
ANS nicht mehr in der Lage ist, genug davon zu verdrängen. Im Vergleich der ver-
schiedenen untersuchten Salze und im Zusammenhang mit den Ergebnissen im Ace-
tat-Puﬀer kann die Vermutung begründet werden, dass die Anionen der Salze den
wichtigsten Einﬂuss auf die Prozesse bei der Verdrängung und Reorganisation haben.
5.6 Einﬂuss der Polymerzusammensetzung
Da eine Serie verschiedener BCPs unterschiedlicher Zusammensetzung zur Verfü-
gung stand (siehe Kapitel 4), war es naheliegend, diese durch Titration mit ANS zu
120
5.6 Einuss der Polymerzusammensetzung
untersuchen und zu vergleichen. Bisher bezogen sich alle Ergebnisse auf das soge-
nannte »Standard-BCP« (BCP-24). Dieses enthält neben dem Quervernetzer Dime-
thylmaleinimidobutylmethacrylat (DMIBMA) nur noch DEAEMA als weiteres Mono-
mer.
Die Bezeichnung der BCPs für die nachfolgenden Experimente stützt sich dabei wie
in Kapitel 4 auf den »ausschließlich hydrophoben Anteil« eh f (»entirely hydrophobic
fration«, siehe dazu Gleichung (4.1)). Bei den weiteren hier untersuchten Polymeren
wurde der Anteil an DEAEMA reduziert und an dessen Stelle nBMA als weiteres
Comonomer verwendet, um die Hydrophobizität der Polymere leicht zu erhöhen.
Die genaue Zusammensetzung aller BCPs ist in Tabelle 4.1 auf Seite 83 angegeben.
Auch bei Polymersomen aus BCPs, bei den DEAEMA teilweise durch nBMA ersetzt
worden war, konnten ähnliche Ergebnisse wie beim Standard-BCP erzielt werden
(siehe Abb. 5.20). Die Kurvenverläufe der ANS-Titration waren qualitativ bei fast
allen untersuchten BCPs sehr ähnlich. Eine Besonderheit konnte erst beim BCP-50 in
Acetat-Puffer beobachtet werden. Die Titrationskurven von Polymersomen aus dem
BCP-50 weisen, selbst bei Verdünnung des Acetat-Puffers auf 25Vol%, keine lokalen
Extrempunkte mehr auf. Der Kurvenverlauf zeigt lediglich eine Abschwächung der
Anstiegs, welche man als Plateau oder mathematisch formuliert als einen Sattelpunkt
beschreiben könnte (siehe Abb. 5.20 BCP-50).
Erst bei einer starken Verdünnung des Acetat-Puffers (12,5 Vol%) werden wieder
ein lokales Maximum und Minimum sichtbar. Dies erinnert an das Verhalten von
Standard-Polymersomen in Salzlösungen. Auch dort konnte bei besonders hohen
Konzentration keine Extrema mehr beobachtet werden (siehe Abb. 5.17).
Um die die quantitativen Unterschiede zwischen den Polymeren sichtbar zu ma-
chen, wurden die Kurven miteinander verglichen. Da die Normierung auf die ANS-
Konzentration pro Konzentration des Polymers nur für MQ-Wasser sinnvoll erscheint,
wurde hier darauf verzichtet. Deshalb können nur Vesikel bei der gleichen Verdün-
nung (0,01 oder 0,1mg/ml) und in dem gleichen Lösungsmittel/Puffer verglichen
werden.
Auch Ungenauigkeiten bei der Konzentration der Vesikel können diese Verglei-
che verfälschen. Experimente mit unterschiedlichen Vesikelkonzentrationen führen
ebenfalls zu einer Verschiebung der Kurven (siehe Abb. 5.10 und 5.14). Da die einzel-
nen Vesikellösungen vor der Quervernetzung gefiltert wurden, können leichte Kon-
zentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Proben nicht vermieden werden.
Insbesondere da die hydrophoben Polymersome (eh f ƒ 44) zur Aggregation neigen
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Abb. 5.20: ANS-Titration von Polymersomen aus den Polymeren BCP-44 und BCP-
50 in MQ-Wasser, Tris-Puffer und Acetat-Puffer (Vesikelkonzentration
0,01mg/ml).
(siehe Abb. 4.10) und damit gegebenenfalls auch ausfallen können, müssen diese
Fehler in der Betrachtung berücksichtigt werden.
Eine weitere Fehlerquelle, deren Auswirkungen nur schwer abgeschätzt werden
können, ist die Quervernetzung der Vesikel. Die Vernetzungsdauer wurde konstant
bei 90 s gehalten. Trotzdem können aber kleinere Schwankungen in der Vernetzungs-
dichte durch unterschiedliche Volumina bei der UV-Bestrahlung sowie durch die un-
terschiedliche Trübung der Proben nicht ausgeschlossen werden.
Während die Effekte der Vernetzung bei entquollenen Polymersomen wahrschein-
lich vernachlässigt werden können, wird die Vernetzungsdichte vermutlich einen Ein-
fluss auf das Reorganisationsverhalten der Membranen haben. Eine geringe Zahl an
Vernetzungspunkten sollte theoretisch mehr Bindungsstellen für ANS ermöglichen
als eine eng vernetzte, starre Membran. Um diesen Sachverhalt zu überprüfen, wä-
ren ANS-Titrationen an Polymersomen gleicher Zusammensetzung mit unterschied-
lich langer Bestrahlungszeit nötig.
MQ-Wasser
Abbildung 5.21 zeigt den Vergleich von Polymersomen aus unterschiedlichen BCPs
bei der ANS-Titration in MQ-Wasser. Dabei fällt mit zunehmenden eh f eine Verschie-
bung der Kurven nach links auf. Dieses Verhalten zeigt sich in analoger Art undWeise
bei der Verringerung der Vesikelkonzentration (siehe Abb. 5.11A). Insofern verhält
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sich ein BCP mit hohem eh f wie eine Verdünnung der Vesikel bei konstantem eh f .
Daraus kannmanwiederum schlussfolgern, dass Polymere mit hohem eh f eine ge-
ringere Kapazität für ANS (Definition siehe S. 113) besitzen. Da wie bereits erwähnt
die Bindung des ANS an die Amino-Gruppen erfolgt[174,175] und die BCPs mit großem
eh f weniger von diesen aufweisen, kann eine Verringerung der ANS-Kapazität auf
diesem Wege schlüssig erklärt werden.
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Abb. 5.21: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen aus verschiedenen BCPs
in MQ-Wasser (Vesikelkonzentration 0,01mg/ml).
Nur die Titrationskurve von BCP-32 passt nicht in den soeben beschriebenen Trend.
Ob sich dies auf Fehler bei der Polymersom-Konzentration oder auf andere Ursachen
zurückführen lässt, ist unklar. Allerdings wird bei BCP-32 am Ende der Titration ein
kleineres λmax erreicht als bei den anderen Proben. Beim Vergleich der Messungen
bei einer Konzentration von 0,02mg/ml hingegen ordnen sich die Werte von BCP-32
gemäß des Trends ein (siehe Abb. A.7 im Anhang).
Am Anfang der ANS-Titration bei 1 bis 3  10 6 M unterscheiden sich die Werte
für die verschiedenen Polymere kaum. Diese Beobachtung kann ebenfalls bei analo-
gen Proben der Konzentration 0,1mg/ml (Abb. A.8) sowie bei Proben in Tris-Puffer
(Abb. 5.23) gemacht werden.
Trotz der unterschiedlichen Zusammensetzung der BCPs sind die Umgebungen,
welche das ANS detektiert, also sehr ähnlich. Das heißt, dass die Membranen der
Polymersome aus jeweils verschiedenen Polymeren im entquollenen Zustand eine
vergleichbare Polarität und Viskosität aufweisen. Sie unterscheiden sich also vor al-
lem hinsichtlich der Menge an ANS, die sie maximal aufnehmen können.
123
5 Charakterisierung mittels der Fluoreszenz-Sonde ANS
Tris-Puffer
Im Tris-Puffer bleiben die Polymersome die komplette Titration über im entquolle-
nen Zustand. Es findet hauptsächlich eine Anreicherung des ANS in der freien Lösung
statt. DieWechselwirkung des ANSmit den Polymersomen bleibt dabei auf ihre Ober-
fläche oder zumindest auf oberflächennahe Bereiche beschränkt. Aus diesem Grund
unterscheiden sich die Vesikel aus den unterschiedlichen BCPs nur sehr wenig (siehe
Abb. A.9 im Anhang).
Lediglich bei höheren Polymersom-Konzentrationen von 0,1mg/ml können Unter-
schiede ausgemacht werden (siehe Abb. 5.23). Nach einem sehr flachen Anstieg der
Titrationskurve, bei dem sich alle untersuchten Proben nicht unterscheiden, kommt
es nach  3  10 5 M ANS zu unterschiedlich steilen Anstiegen für die verschiedenen
BCPs. Vermutlich zeigen die Polymersome aus den BCP mit niedrigeren ehf auch im
entquollenen Zustand eine etwas größere ANS-Kapazität, sodass etwas weniger ANS
frei in der Lösung angereichert wird.
Acetat-Puffer
Beim Acetat-Puffer lässt sich mit zunehmenden ehf eine Verschiebung der lokalen
Extrempunkte hin zu kleineren ANS-Konzentration beobachten. Dies tritt bei allen
Pufferverdünnungen und Vesikelkonzentrationen auf (siehe Abb. 5.22, 5.23, A.10
und A.11). Das Maximum ist allerdings insbesondere, aber nicht nur bei hohen ehf
und verdünnten Acetat-Puffern relativ breit, sodass eine semi-quantitative Betrach-
tung schwer fällt.
Im lokalen Minimum hingegen nimmt die gemessene  max mit steigendem ehf
klar ab. Die einzige Probe, bei der dies nicht beobachtet werden kann, ist BCP-50.
Bei diesem Polymer tritt gar kein lokales Minimum mehr zutage, sondern nur noch
eine Art Sattelpunkt.
Die beiden festgestellten Effekte, die Verschiebung des Minimums nach links und
die Verringerung von  max im Minimum, können in ähnlicher Form auch für die Ver-
dünnung des Acetat-Puffers bei gleichem Polymer beobachtet werden. Das bedeutet,
dass ein größerer ehf die gleichen Folgen hat wie eine niedrigere Pufferkonzentra-
tion.
Einerseits lässt sich dies mit der verringerten Kapazität, welche schon beim MQ-
Wasser auftrat, erklären. Wenn weniger Aminogruppen in der Membran vorhanden
sind, können auch weniger Acetat-Ionen eingelagert werden. Diese können dann
schon bei kleinerer ANS-Konzentration verdrängt werden. Dies bedeutet, dass auch
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die Reorganisation schon früher während der Titration auftritt. Dabei sind das loka-
le Maximum als Beginn der Membran-Reorganisation und das Minimum als dessen
Ende miteinander verknüpft.
Andererseits erklärt die reine Anzahl der Aminogruppen in der Membran die Ab-
senkung von λmax im Minimummit zunehmenden eh f nicht vollständig. Im Falle der
Puffer-Verdünnungsreihe bei gleichem Polymer ist die Absenkung von λmax vermut-
lich auf das Verhältnis von gebundenem zu freien ANS zurückzuführen. Die Reor-
ganisation wird schon bei niedriger ANS-Gesamtkonzentration ausgelöst, sodass zu
diesem Zeitpunkt anteilig weniger ANS frei in der Lösung vorliegt. Das freie ANS ist
hauptverantwortlich für die Erhöhung der Fluoreszenzwellenlänge, sodass weniger
freies ANS zu einer geringeren λmax führt. Diese Argumentation ist allerdings nur
bei einer Puffer-Verdünnungsreihe gültig, wenn man davon ausgehen kann, dass alle
Vesikel-Proben die gleiche ANS-Kapazität haben.
Im Fall der unterschiedlichen Polymerzusammensetzung ist es neben dem Verhält-
nis-Effekt weiterhin denkbar, dass die n-Butyl-Gruppen eine Rolle spielen. Durch die-
se ausschließlich hydrophoben Einheiten wird die Vesikelmembran insgesamt etwas
hydrophober. Dadurch wird λmax bei Polymeren mit hohem eh f insgesamt leicht ab-
gesenkt. Dies ist insbesondere bei kleinen und mittleren ANS-Konzentrationen gut
zu beobachten, bei denen noch keine übermäßigen Mengen an freiem ANS vorlie-
gen. Im MQ-Wasser oder im Tris-Puffer ist der Effekt kaum zu sehen, da hier die
Polymersome entquollen sind und dadurch die Unterschiede zwischen deprotonier-
ten tertiären Diethylamino-Gruppen und n-Butyl wesentlich kleiner ausfallen als für
protonierte, geladene Aminogruppen.
125
5 Charakterisierung mittels der Fluoreszenz-Sonde ANS
480
500
520
1E-6 1E-5 1E-4
480
500
520
m
ax
 (n
m
)
Acetat 25%
Acetat-Puffer
m
ax
 (n
m
)
[ANS] (M)
 BCP-24
 BCP-32
 BCP-44
 BCP-50
Abb. 5.22: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen aus verschiedenen BCPs
in Acetat-Puffer und verdünntem Acetat-Puffer (Vesikelkonzentration
0,01mg/ml).
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Abb. 5.23: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen aus verschiedenen BCPs
in Acetat-Puffer und Tris-Puffer (Vesikelkonzentration 0,1mg/ml).
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5.7 Verknüpfung von Fluoreszenz-Titrationen und DLS
In den vorangegangen Abschnitten wurden die Polymersome durch die Titration mit
ANS hinsichtlich ihrer Membraneigenschaften charakterisiert. Dabei wurde in sauren
Lösungen, welche Salze oder Pufferionen enthalten, ein Reorganisationsverhalten
der Vesikelmembran postuliert.
Diese Reorganisation beginnt mit der Verdrängung von Anionen aus der Membran
durch ANS. Ab einer gewissen ANS-Konzentration innerhalb der Membran findet
der eigentliche Vorgang statt, bei dem mit zunehmender ANS-Konzentration eine
Verringerung von λmax festgestellt wird. Dies bedeutet, dass die Umgebung des ANS
in diesem Bereich der Titration hydrophober wird. Die vorgeschlagene Erklärung für
dieses Phänomen ist eine Umlagerung der Membran, welche durch die Abgabe von
Wasser und einer teilweise Entquellung charakterisiert wird. Weiterhin wird wäh-
rend dieser Reorganisation die maximal mögliche Anzahl an ANS-Molekülen in die
Membran eingelagert.
Die Postulierung der Membranreorganisation konnte sowohl anhand der voran-
gegangenen Untersuchungen mit verschiedenen Verdünnungen des Puffers, als auch
durch Experimente mit verschiedenen Salzlösungen und Polymerzusammensetzung-
en unterstützt werden. Allerdings fehlt für einen abschließenden Beweis die Über-
prüfung durch eine andere komplementäre Methode.
An dieser Stelle sollte als weitere Methode dynamische Lichtstreuung (DLS) einge-
setzt werden. Eine solche Messung kann mit vergleichsweise geringem Aufwand den
hydrodynamischen Durchmesser der Vesikel ermitteln und lässt sich, analog zu den
pH-Titrationen (siehe Abs. 4.3), mit dem geeigneten Equipment auch teil-automati-
siert durchführen. Die zugrundeliegende Annahme ist, dass bei der Interaktion der
Vesikel mit ANS und der Reorganisation eine messbare Änderung der Vesikelgröße
festgestellt werden kann.
5.7.1 Blindproben und Limitierungen der Methode
Experimentell gesehen wurden dazu Polymersome mit den entsprechenden Puffer-
Lösungen verdünnt und ANS hinzu titriert, wobei über das Experiment hinweg die
Größe der Vesikel und der pH Wert der Lösung gemessen wurden. Insofern konnte
die Durchführung der Fluoreszenz-Titration auf die DLS-Titration übertragen wer-
den.
Als erste Einschränkung muss zunächst die Verdünnung der Vesikel auf 0,1mg/ml
beschränkt werden. Bei Konzentration von 0,01 oder 0,02mg/ml wird die Detektion
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des Streulichts gegenüber Verunreinigungen und Aggregaten in der Probe zu anfäl-
lig, sodass keine verlässliche Ermittlung der Polymersom-Durchmesser mehr möglich
ist.
Darüber hinaus wurden allerdings durch die Messung von Blindproben weitere
erhebliche Probleme der Methode festgestellt, welche die Interpretation der Messer-
gebnisse deutlich erschweren. Für diese Blindproben wurden die Vesikel nicht mit
ANS-Lösung, sondern lediglich mit MQ-Wasser titriert, wobei die Durchführung an-
sonsten exakt gleich ablief.
In Abbildung 5.24 sind diese Blindproben zusammengestellt. Man kann zunächst
für alle Proben eine Zunahme der Durchmesser feststellen, obwohl sich die pHWerte
der Lösungen während der Titration nicht signifikant änderten.
Da eine Titration mit 40 Messpunkten unter den gegebenen Parametern eine Zeit
von ungefähr 6,5 h benötigt, wird diese Größenzunahme vermutlich durch Aggre-
gation oder Agglomeration von Vesikeln verursacht. So zeigen zum Beispiel in Tris-
Puffer verkürzte Messungen mit weniger Messpunkten (,  3h) eine geringere
Größenzunahme als die Werte der üblichen Durchführung ().
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Abb. 5.24: DLS-Titration von Polymersomen aus BCP-20 (0,1mg/ml) inWasser, Ace-
tat-Puffer oder Tris-Puffer mit Wasser als Blindproben zur Titration mit
ANS-Lösung. Die leeren Quadrate  und  kennzeichnen ein kürzere
Durchführung der Titration mit verringerter Anzahl an Messpunkten.
Bei der Reproduzierung der Blindtitration in MQ-Wasser zeigen sich für zwei iden-
tische Durchführungen des Experiments erhebliche Abweichungen. Lediglich die ver-
kürzte Durchführung in verdünntem Acetat-Puffer weicht kaum vom analogen ver-
längerten Experiment ab. Jedoch zeigen die Werte hier vor allem bei höheren ANS-
Konzentrationen im hinteren Bereich der Titration eine große Streuung.
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Sowohl für Blindproben als auch für Titrationen mit ANS wurde unabhängig vom
Lösungsmittel eine deutliche Verbreiterung der Verteilung der ermittelten Größen
festgestellt. Vor allem in der zweiten Hälfte der Titrationen werden dabei breite Ver-
teilungen gemessen, welche normalerweise nicht für die untersuchten Polymersome
typisch sind. Dies könnte ein weiterer Hinweis auf möglicher Weise ablaufende Ag-
gregationsvorgänge sein.
Auch Untersuchungenmittels TEM an Proben in Tris-Puffer weisen daraufhin, dass
hauptsächlich Aggregationsvorgänge stattfinden. Hierbei handelt es sich jedoch nicht
um Blindproben, sondern tatsächlich um eine Titrationmit ANS. Allerdings sieht man
im Vergleich der DLS-Messungen mit CryoTEM-Untersuchungen vor und nach der
Titration, dass nur bei der DLS eine starke Größenzunahme zu verzeichnen ist (sie-
he Abb. A.13). Während die Vesikel vor Beginn der Titration in beiden verfügbaren
DLS-Geräten einen sehr ähnlichen Durchmesser aufwiesen, unterscheiden sich die
Werte nach der Titration stark. Die Diskrepanz zwischen CryoTEM und DLS sowie
die Abhängigkeit der DLS-Messwerte vom eingesetzten Gerät unterstreichen, dass
die Größenzunahme während der Titration hauptsächlich eine Aggregations- oder
Agglomerationsphänomen ist.
Zusammenfassend lassen die Blindproben vermuten, dass im Verlauf der Titratio-
nen eine schwer zu reproduzierende Aggregation oder Agglomeration der Vesikel
stattfindet. Alternativ wäre auch durch die hohe Anzahl von Pumpvorgängen der
Probenlösungen von Titrator zur Messzelle und zurück eine Anreicherung von Ver-
unreinigungen in der Messzelle denkbar. Solche Verunreinigungen können neben
Staub auch Goldpartikel sein, welche sich bei erhöhter Leitfähigkeit der Probe bei
Messungen des Zeta-Potentials aus den Elektroden absondern.
5.7.2 DLS-Titration mit ANS
Nichtsdestotrotz wurden DLS-Titrationen mit ANS an Polymersomen durchgeführt.
Während bei Titrationen in Tris- oder in Acetat-Puffer der pH Wert konstant bei  8
beziehungsweise  4,6 bleibt, kommt es in Wasser durch die Zugabe von ANS als
Säure zu einer Änderung (siehe Abb. A.12 im Anhang).
Dabei sinkt der pH Wert relativ schnell auf ein Niveau zwischen 6,5 und 7, wo er
durch die Pufferwirkung der tertiären Amnio-Gruppen der Polymersome lange ver-
bleibt. Erst zum Ende der Titration erreicht der pH dann saure Werte < 6 (siehe
Abb. A.12). Die genauen Werte können sich dabei je nach verwendeten BCP und vor
allem je nach dem Start-pH der Vesikellösung vor der Verdünnung leicht unterschei-
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den.
Die Betrachtung beschränkt sich hauptsächlich auf BCP-20 und BCP-24, welche die
Standard-Zusammensetzung ohne n-BMA repräsentieren. In MQ-Wasser und Tris-
Puffer wird dabei ein stetiger Anstieg der Vesikelgröße beobachtet (siehe Abb. 5.25),
wie er in ähnlicher Form auch bei die Blindproben erkennbar ist.
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Abb. 5.25: DLS-Titrationen mit ANS von Polymersomen aus den Polymeren BCP-
20 und BCP-24 in MQ-Wasser und Tris-Puffer (Vesikelkonzentration
0,1mg/ml).
Lediglich der Wert der BCP-24-Polymersome in MQ-Wasser (¨) bildet eine Aus-
nahme. Diese Datenreihe gehört noch zu einer älteren Durchführungsvariante der
DLS-Titration, bei welcher die Messpunkte lineare Abstände aufwiesen. Um trotz-
dem einen weiten Konzentrationsbereich abdecken zu können, mussten dabei sogar
50 Messpunkte aufgenommen werden.
Wenn man diese Titration auf einer linearen Skala darstellt, sodass auch die zeitli-
che Entwicklung der Messung besser repräsentiert wird, ist die Abweichung zu den
logarithmischen Durchführungen weniger deutlich (siehe Abb. A.14 im Anhang).
Allerdings bleibt die erneute Abnahme der Vesikel- oder Aggregatgrößen bei dieser
Messreihe nach wie vor eine singuläre Beobachtung. Schlussendlich lässt sich aber
in der Betrachtung aller Proben in Wasser und Tris-Puffer kein Verhalten feststellen,
das signifikant von dem der Blindproben abweicht.
Bei der Betrachtung der DLS-Titrationen in Acetat-Puffer und seinen Verdünnun-
gen fällt hingegen eine deutliche Abnahme der Größe kurz vor Ende des Titrations-
experiments auf. Dieses Minimum der Vesikelgrößen liegt bei  2 bis 3  10 4 M ANS.
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Davor kommt es zu einem chaotischen Größenanstieg der Polymersome, wobei die-
ser wahrscheinlich wenig mit den ANS-Interaktionen zusammenhängt.
Dies kann man aus dem Vergleich zwischen den linear und logarithmisch titrier-
ten Messungen schlussfolgern, da bei den linearen Abständen der Messpunkte die
Vesikelgröße erst bei wesentlich höheren ANS-Konzentrationen einsetzt. Stellt man
diese Messungen auch auf einer linearen x-Achse dar, so sind sich die Kurvenverläu-
fe insbesondere während der ersten Hälfte der Titration wesentlich ähnlicher (siehe
Abb. A.14).
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Abb. 5.26: DLS-Titrationen mit ANS von Polymersomen aus den Polymeren BCP-20
und BCP-24 in Acetat-Puffer unterschiedlicher Verdünnung (Vesikelkon-
zentration 0,1mg/ml).
Überraschend ist jedoch das allgemeine Minimum  2 bis 3  10  4 M ANS, welches
sowohl bei linearer als auch logarithmischer Titrationsweise, nicht aber bei den Blind-
proben auftritt. Auch die Acetat-Puffer-Proben des hydrophoberen BCP-44 zeigen an
dieser Stelle ein Minimum der ermittelten Partikelgröße (siehe Abb. 5.28). Einzig
die Probe aus BCP-24-Polymersomen in 25-prozentigem Acetat-Puffer (¨) weicht
von diesem Verhalten ab. Der Kurvenverlauf selbst ähnelt den anderen Pufferverdün-
nungen dieser Vesikel sehr stark, scheint aber zu niedrigeren ANS-Konzentrationen
verschoben zu sein.
Folglich ist es schwer aus diesem Minimum auf eine Struktur- oder Größenände-
rung der Polymersome zu schließen. Da das Minimum aber bei den beiden Acetat-
Blindproben nicht beobachtet werden konnte, muss ein Zusammenhang mit der An-
wesenheit der ANS-Molekülen bestehen.
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Vor Erreichen des Größenminimums liegen mit großer Wahrscheinlichkeit Aggre-
gate oder Agglomerate der Vesikel vor. Auch nach dem Minimum am Ende der Ti-
trations bei  4  10 4 M ANS setzt ebenfalls wieder eine Aggregation ein. Wenn die
Proben nach Abschluss des Experiments ungerührt stehen gelassen werden, wird
nach kurzer Zeit oft weißer Niederschlag beobachtet.
Die Ausbildung des Größenminimums durch eine reine De-Agglomeration zu er-
klären, greift womöglich zu kurz, denn im Minimum werden sogar kleinere Durch-
messer erreicht als am Beginn des Experiments. Bei einigen Proben beträgt der Grö-
ßenunterschied sogar bis zu 20 nm. Einerseits könnte dies mit der Generierung von
neuen, streuenden Partikeln unbekannter Herkunft erklärt werden, deren Größe klei-
ner ist als die der Vesikel. Andererseits könnte tatsächlich die postulierte teilweise
Entquellung der Polymersome stattfinden.
5.7.3 Kombination von Polymersomgröße und ANS-Fluoreszenz
Um abgesehen von den Blindproben einen weiteren Hinweis darauf zu erhalten, ob
das beobachtete Größenminimum mit der Präsenz des ANS zusammenhängt, wur-
den die Messergebnisse von Fluoreszenz- und ANS-Titrationen verknüpft. Das Grö-
ßenminimum aus der DLS sollte dem postulierten Mechanismusvorschlags zufolge
die größtmögliche Entquellung der Vesikel nach Abschluss der Reorganisation mar-
kieren.
Dementsprechend sollten die beiden Minima aus DLS und Fluoreszenz bei der
gleichen ANS-Konzentration auftreten. In der Tat stellt sich bei der Auftragung der
Kurven für Polymersome aus den jeweiligen BCPs heraus, dass die beiden Minima
eng beieinander liegen (siehe Abb. 5.27, 5.28 und A.15).
Für das Standard-Polymersom aus BCP-24 findet eine gute Überlappung der Mini-
ma bei  2,3  10  4 M ANS statt (siehe Abb. 5.27). Allerdings enden die Messbereiche
bei einigen der durchgeführten DLS-Titrationen schon bei 2,0  10  4 M und bilden das
Minimum deshalb nicht ab. Bis zum Ende der Messwerte stimmen sie jedoch sehr gut
mit den verlängerten Messungen überein.
Allerdings muss kritisch angemerkt werden, dass die DLS-Titration von Polymerso-
men aus BCP-24 in halbverdünntem Acetat-Puffer ein leicht nach links verschobenes
Minimum aufweist. In der Summe bezieht sich die Betrachtung also tatsächlich nur
auf eine einzige Messung, die den notwendigen Bereich abdeckt (BCP-24 Acetat-
Puffer). Auch angemerkt werden sollte aber an dieser Stelle, dass das Minimum der
Fluoreszenz-Titration zwischen den beiden Minima vom Acetat-Puffer und dem 50-
prozentigem Acetat-Puffer festgestellt wurde.
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Abb. 5.27: Vergleich der DLS-Titrationen (A) und der Fluoreszenz-Titrationen (B)
von Polymersomen in MQ-Wasser und Acetat-Puffern mit ANS (Vesikel-
konzentration 0,1mg/ml).
Für das andere untersuchte Polymer der Standard-Zusammensetzung, BCP-20,
sind die Messwerte ebenfalls unvollständig. Die Größenminima überlappen dabei
klar und deutlich, allerdings existiert in Richtung höherer ANS-Konzentrationen nur
noch ein weiterer Messpunkt (siehe Abb. A.15 im Anhang).
Das größte Problem dieser Messreihe sind jedoch die Fluoreszenz-Titrationen, wel-
che bei  2  10 4 M ANS enden. Bis zu dieser Konzentration wurde bereits das lo-
kale Maximum von  max erreicht und die Reorganisation eingeleitet, was an einer
Verkleinerung von  max ersichtlich ist. Allerdings kann bis zur Endkonzentration an
ANS noch kein lokales Minimum festgestellt werden.
Die vollständigste Messreihe ist für das Polymer BCP-44 aufgenommen worden
(siehe Abb. 5.28). Die Minima der DLS-Titrationen in unterschiedlichen Acetat-Kon-
zentrationen überlappen vergleichsweise gut und auch das lokale Minimum der Fluo-
reszenz-Titration ist aus den Daten klar ersichtlich. Allerdings scheint das Größen-
minimum bei etwas höherer ANS-Konzentration aufzutreten als das lokale Minimum
der Fluoreszenz-Messreihe. Mit Sicherheit kann jedoch festgestellt werden, dass bei-
de Minima zwischen 1 und 2,5  10  4 M ANS liegen und damit zumindest dicht be-
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nachbart sind.
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Abb. 5.28: Vergleich der DLS-Titrationen (A) und der Fluoreszenz-Titrationen (B)
von Polymersomen in MQ-Wasser und Acetat-Puffern mit ANS (Vesikel-
konzentration 0,1mg/ml).
Die Schlüsselfrage bei der Verbindung von Fluoreszenz- und DLS-Titrationen ist,
ob die beiden beobachteten Minima kausal zusammenhängen oder ob die benach-
barte Lage der Minima nur zufällig zustande kommt. Im letzteren Fall fehlt allerdings
ebenfalls eine schlüssige Ursache, welche die De-Agglomeration und die Größenver-
kleinerung der Vesikel erklärt.
Gegen eine kausalen Zusammenhang spricht, dass die Minima nicht ideal korre-
lieren. Dabei sollte nicht vernachlässigt werden, dass die Auftragung der ANS-Kon-
zentration auf einer logarithmischen Achse geschieht. Obwohl die Abweichungen
vergleichsweise gering wirken, können sie auf einer linearen Skala leicht bei einer
Verdoppelung der ANS-Konzentration liegen.
Im Gegenzug muss allerdings klar gestellt werden, dass es sich bei der Durchfüh-
rung der beiden Titrationen bisher immer um separate Ansätze gehandelt hat. Die
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Ansätze gehen zwar von der gleichen Polymersomprobe aus, aber die Durchführun-
gen fanden bereits ab der Einstellung der Vesikelverdünnung getrennt voneinander
statt. Dies erhöht die Chance, dass sich kleine Abweichungen zum Beispiel bei der
Vesikel- oder Pufferkonzentration zu größeren Fehlern aufsummieren.
Zum Beispiel erfolgte die Fluoreszenz-Titration direkt in der Küvette (V =2,5ml),
wobei die ANS-Lösung durch den Deckel zugegeben wurde. Dies sollte dazu füh-
ren, dass kein Gasaustausch mit der Umgebung stattfindet. Bei der DLS-Titration
hingegen werden 10ml Probe benötigt, welche durch ein Schlauchsystem zwischen
Messzelle und Titrator hin- und hergepumpt werden. Durch den Pumpvorgang wird
die Lösung aufgewirbelt, was zu einem guten Gasaustausch mit der Umgebung führt.
Weiterhin führt diese Titration unter den gegebenen Umständen auch zu einer Ver-
dünnung der Probe auf insgesamt 12ml am Ende der Titration.
Zusammengefasst sind die beiden Titrationen experimentell mit Unterschieden
verbunden, welche eventuell die geringeren Abweichungen der Minima-Positionen
hervorrufen könnten. Um diese Problematik zu umgehen, wäre es ideal beide Unter-
suchungsmethoden, Fluoreszenz-Spektroskopie und dynamische Lichtstreuung, in
ein und derselben Durchführung einzusetzen. Eine Lösung wäre beispielsweise die
Verwendung einer Küvette, in welcher die Titration manuell durchgeführt wird und
die außerdem mit beiden Geräten kompatibel ist.
Eine weitere Bestätigung für einen kausalen Zusammenhang könnte man auch
durch die DLS-Titration von Polymersomen in Salzlösungen erhalten. Die Fluores-
zenz-Untersuchungen haben klar gezeigt, dass auch bei Salzen ein ähnliches Verdrän-
gungs- und Reorganisationsverhalten auftreten kann wie beim Acetat-Puffer (siehe
Abb. 5.18). Allerdings müsste dazu zunächst die Fluoreszenz-Titration mit Salzen
für Vesikelkonzentrationen von 0,1mg/ml angepasst und optimiert werden. Jedoch
neigen die Polymersome bei erhöhten Konzentrationen von Natriumchlorid zur Ag-
gregation (siehe S. 91), was die DLS-Messungen zusätzlich beeinträchtigen könnte.
Eine weitere Optimierung der Messbedingungen könnte hinsichtlich der unter-
suchten ANS-Konzentrationsbereiche durchgeführt werden. Die Blindproben der
DLS-Titration lassen eine zeitabhängige Agglomeration der Vesikel vermuten. In die-
sem Zusammenhang wäre es hilfreich, die Probe vor dem erwarteten Größenmini-
mum nicht durch zu viele Messungen und Pumpvorgänge zu belasten, sondern die
Titration zum Beispiel erst bei 2  10 5 M ANS zu beginnen. Dafür könnten nach Er-
reichen des Minimums gegebenenfalls weitere Werte aufgenommen werden, sofern
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die heftige Aggregation dies nicht verhindert.
Bisherige Untersuchungen mittels CryoTEM beschränkten sich auf die ANS-Titra-
tion in Tris-Puffer (siehe Abb. A.13). Da hier der pH-Wert konstant bei  8 bleibt,
sind die Membranen im Gegensatz zum Acetat-Puffer oder MQ-Wasser dauerhaft
entquollen. Dies sorgt bei den TEM-Bildern für einen guten Kontrast zwischen der
Membran und dem Wasser der Umgebung.
Mittels CryoTEM-Untersuchungen wurde zwischen 0 zu 4  10  4 MANS eine Vergrö-
ßerung der Vesikeldurchmesser um 9nm gemessen. Dies könnte für eine Aufnahme
von ANS-Molekülen sprechen. Allerdings konnte im Gegensatz dazu keine Vergrö-
ßerung der Dicke der Membran aus den TEM-Bildern entnommen werden. Es ist
jedoch fraglich, ob im Tris-Puffer bei entquollenen Membranen überhaupt ein mess-
barer Dickenzuwachs der Membran durch ANS-Einlagerung erreicht werden könnte.
Zum einen ist ANS ist ein relativ kleines Molekül und zum anderen ist die vermutlich
aufgenommene Menge sehr gering.
Insofern sind die CryoTEM-Resultate in Tris-Puffer nicht geeignet, den Sachverhalt
weiter zu erhellen. Nichtsdestotrotz zeigt der Vergleich von DLS und CryoTEM deut-
lich, dass die starke Größenzunahme in der DLS aus Aggregation oder Agglomeration
stammen muss, da die geometrische Größe der Vesikel sich nur wenig ändert.
Schließlich wird es nötig werden, auch die Titrationsexperimente in Acetat-Puf-
fer mit TEM als bildgebender Methode zu kombinieren. Selbst wenn der Kontrast
zwischen gequollener Membran und Wasser sehr gering ist, könnte auf diese Weise
doch eine teilweise Entquellung durch Zunahme des Kontrastes nachgewiesen wer-
den. Wenn die Membran-Reorganisation der Polymersome mit einer Verkleinerung
des Durchmessers und einem teilweisen Kollabieren der Membran einhergeht, soll-
ten die Vesikel im CryoTEM trotz des sauren pHs sichtbar sein.
Aufgrund des geringen Probendurchsatzes im CryoTEM müssen die Titrationsex-
perimente jedoch vorher optimiert und auch rigoros auf ihre Reproduzierbarkeit
überprüft werden, damit die TEM-Aufnahme auch tatsächlich den gewünschten Zu-
stand der Vesikel zeigen. Weiterhin ist auch die verringerte Polymersomkonzentra-
tion nicht unproblematisch, da so weniger Vesikel pro Bild enthalten sind und die
statistischen Schwankungen dadurch vergrößert werden.
Insgesamt geben die DLS-Titrationen in Acetat-Puffer Hinweise auf ein Minimum
der Polymersomgröße. Dieses Größenminimum scheint mit dem lokalen Minimum
von  max aus den Fluoreszenz-Titrationen zu korrelieren. Die Messdaten reichen aber
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in ihrer Genauigkeit nicht aus, um den Zusammenhang sicher nachzuweisen. Die
Agglomeration, welche während der DLS-Titration auftritt, verschlechtert die Repro-
duzierbarkeit dieser Methode erheblich.
Um die Präzision auf das nötige Maß zu erhöhen, wäre es ideal, Fluoreszenz- und
DLS-Messungen im Rahmen ein und derselben Durchführung an der gleichen Probe
vorzunehmen. Auch die Aufnahme von CryoTEM-Bildern an den kritischen Punk-
ten der Titration, das heißt am Beginn sowie an den beiden lokalen Extrempunkten
der Fluoreszenzkurven, könnte zur Überprüfung des postuliertenMechanismus einer
ANS-induzierten Membranreorganisation beitragen.
5.8 Zusammenfassung
Lösungen von Polymersomen in MQ-Wasser, Salzlösungen, Tris- und Acetat-Puffer
wurden mit der Fluoreszenz-Sonde ANS titriert. ANS weist dabei in hydrophoberer
Umgebung eine Blauverschiebung des Fluoreszenzmaximums (λmax) auf.
Bei niedrigen und mittleren ANS-Konzentrationen zeigen sich deutliche Unter-
schiede der Titrationskurven hinsichtlich der verwendeten Lösung. In Tris-Puffer und
basischen Salzen überwiegt lediglich die Anreicherung des ANS in freier Lösung.
Für die Verdünnung der Vesikel mit Wasser lassen sich die tiefsten Werte für λmax
erreichen. In diesem Falle steigt die Fluoreszenzwellenlänge zunächst nur geringfü-
gig an, bis die Aminogruppen der Membran durch die Sulfonsäuregruppe des ANS
protoniert sind und die Membran die maximal mögliche Menge an ANS aufgenom-
men hat. Danach wird wiederum nur freies ANS angereichert.
Beim Vergleich von Polymersomen aus verschiedenen BCPs zeigen sich Unterschie-
de der ANS-Kapazitäten der Membranen. Hydrophobere Polymere, welche weniger
Aminogruppen und dafür mehr n-Butylgruppen enthalten, können auch weniger
ANS aufnehmen. Dies stimmtmit Ergebnissen aus der Literatur überein, die besagen,
dass ANS vor allem mit Aminogruppen Ionenpaare bildet.[174,175]
Befinden sich die Polymersome in saurem Puffer, kann bei der ANS-Titration ein
unerwartetes Phänomen beobachtet werden. Die Kurvenverläufe beginnenmit einem
leichten Anstieg bis hin zu einem lokalem Maximum. Danach nimmt λmax wiederum
ab, bis ein lokales Minimum erreicht wird, woran sich dann wieder die Anreicherung
von freiem ANS anschließt.
Die Abnahme von λmax zwischen den beiden Extrempunkten konnte mit einer Um-
lagerung oder Reorganisation der Membran erklärt werden. Ab einer kritischen ANS-
Konzentration innerhalb der Membran ist die Aufnahme weiterer ANS-Moleküle ver-
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mutlich mit einer teilweisen Abgabe von Wasser aus der gequollenen Membran ver-
bunden. Dadurch wird die Umgebung des ANS hydrophober und λmax sinkt.
Die Postulation der Reorganisation der Membran sollte durch DLS überprüft wer-
den. Tatsächlich zeigen DLS-Titrationen mit ANS ein Größenminimum der Polymer-
some. Die beiden Minima aus Fluoreszenz- und DLS-Titration befinden sich dabei bei
ähnlichen ANS-Konzentrationen. Jedoch kommt es bei der DLS-Titration zu starken
Agglomerationseffekten, sodass es weiterer Optimierungen der Methode bedarf, um
den kausalen Zusammenhang beider Minima und damit die Reorganisation sicher
und reproduzierbar zu belegen.
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Nanoreaktoren und künstliche Zellorganellenmachen ein wichtiges Anwendungsfeld
von Polymersomen aus (siehe Abs. 1.3.2). Als katalytische Spezies werden in den
meisten Fällen Enzyme in die Polymersome eingeschlossen. Dies wurde auch für das
in dieser Arbeit verwendete Polymersom-System durchgeführt. Dabei konnte David
Gräfe erfolgreich die Enzyme Myoglobin und Glucoseoxidase und Meerrettichper-
oxidase in die Polymersome einschließen und auf diese Weise eine bi-enzymatische
Kaskadenreaktion demonstrieren.[57]
Abb. 6.1: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines schaltbaren, Enzym-
basierten Polymersom-Nanoreaktor.
Andere Arbeiten befassen sich mit dem Aufbau von Multikompartment-Systemen,
um verschiedene enzymatische Reaktionen in abgetrennten Reaktionsräumen zu rea-
lisieren (siehe S. 22ﬀ). Die Komplexizität dieser Zellnachbildungen ist oftmals be-
eindruckend. Allerdings fehlt es im Hinblick auf die Membranpermeabilität der ver-
wendeten Vesikel meist an detaillierten Untersuchungen zu Aufnahme- und Abgabe-
Prozessen von Molekülen und Partikeln durch die Membranen der künstlichen Or-
ganellen und Protozellen.
Es ist lange bekannt, dass Polymersome hydrophilen Cargo in ihrem Lumen und
hydrophoben Cargo in ihrer Membran aufnehmen können.[73,176] Dieses Modell
funktioniert dabei gut für kleinere Moleküle wie Wirk- und Farbstoﬀe, negiert aber
jegliche Wechselwirkungen des Cargos mit den Oberﬂächen der Membranen. Für die
Verkapselung von größeren Makromolekülen, Partikeln, Proteinen oder Enzymen ist
es jedoch fraglich, ob diese Interaktionen vernachlässigt werden können.
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Diese Arbeit soll nun die Aufnahme und Abgabe von Enzymen in und aus Polymer-
somen in den Vordergrund stellen. Dabei kommt zeitgleich die Frage auf, ob und in
welchem Umfang die Eigenschaften der Membranen durch die Verkapselung von En-
zymen beeinflusst werden. In diesem Zusammenhang soll einerseits der Einschluss
von Cargo während der Assemblierung, die sogenannte »in situ-Verkapselung«, un-
tersucht werden. Andererseits soll auch eine stimulus-induzierte Beladung der as-
semblierten und vernetzten Vesikel, die sogenannte »post-Verkapselung«, durchge-
führt und mit der in situ-Methode verglichen werden.
6.1 Glycopolymere als Modellsubstanzen
Enzyme weisen aufgrund ihrer aufwendigen Isolierung und Aufreinigung einen ho-
hen Preis auf. Aus diesem Grund ist es zunächst ratsam, Modellsubstanzen zu ver-
wenden, welche die Enzyme in ihren Eigenschaften nachahmen. Viele Modellsub-
stanzen weisen weiterhin den Vorteil auf, dass sie unkompliziert modifiziert werden
können, um ihre Größe, Oberflächenladung oder chemische Funktionalität zu ver-
ändern.
An dieser Stelle wurde hochverzweigtes Poly(ethylenimin) (PEI) eingesetzt, wel-
ches zur Erhöhung der Biokompatibilität mit einer Hülle aus Maltose versehen wur-
de. Um eine einfache Analytik durch Absorptionsspektroskopie zu gewährleisten,
wurde dieses maltosylierte PEI weiterhin mit Rhodamin B markiert. Dabei wurde
einerseits PEI-5 mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 7nm und anderer-
seits PEI-25 mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 15nm eingesetzt (siehe
Tab. A.2 im Anhang für mehr Details).
Das verwendete Blockcopolymer (BCP) besteht aus Poly(ethylenglycol) (PEG) als
hydrophilem Block und einem statistisch gemischten hydrophoben Block, welcher
aus den Monomeren Diethylaminoethylmethacrylat (DEAEMA) und Dimethylmal-
einimidobutylmethacrylat (DMIBMA) zusammengesetzt ist. In der Vergangenheit
sind bereits häufig Verkapselungen diverser Moleküle in Polymersome aus diesem
oder ähnlichen BCPs vorgenommen worden. Jedoch wurde dabei fast ausschließ-
lich die Methode der in situ-Verkapselung verwendet. So wurden unter anderem
Doxorubicin,[131,148] PEI-Mal[135] oder Enzyme[57,135] in die Vesikel eingeschlossen.
Die in situ-Verkapselung beruht darauf, dass der gewünschte Cargo während der
Assemblierung der Polymersome in der Lösung präsent ist. Zufällig und statistisch
bilden sich dann Vesikel um den Cargo herum, sodass sich dieser dann im Inneren
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des neu formierten Polymersomes beﬁndet (siehe Abb. 6.2). Normalerweise schließt
sich dann die Abtrennung von nicht eingeschlossener Ladung an.
Abb. 6.2: Schematische Abbildung der in situ- und der post-Verkapselungstechnik.
Darstellung möglicher Positionen der eingeschlossenen Partikel oder Mo-
leküle: äußere (1) oder innere (3) Oberﬂäche der Vesikel, Membran (2)
und Lumen (4).[151]
Im Gegensatz dazu geht die post-Verkapselung von bereits gebildeten Vesikeln aus.
Der Cargo wird zur äußeren Lösung zugegeben und muss dann in die Polymersome
hinein diﬀundieren. In diesem Fall wird dieser Vorgang durch die pH-Schaltbarkeit
der Vesikel unterstützt. So wird während der post-Verkapselung ein saurer pH-Wert
eingestellt, bei dem die Vesikelmembranen gequollen vorliegen und dadurch eine
höhere Permeabilität aufweisen (siehe Abb. 6.2). Auch hier schließt sich an die Be-
ladung normalerweise eine Abtrennung des nicht eingeschlossenen Cargos an. Über
eine solche post-Verkapselung auf Basis des hier verwendeten BCPs wurde bisher nur
für den Farbstoﬀ Rhodamin B berichtet.[156]
Beladung der Vesikel mit PEI
Für die beiden unterschiedlich großen PEIs sollten nun in situ- und post-Beladun-
gen durchgeführt und verglichen werden. Dazu lag bei der in situ-Verkapselung ei-
ne Konzentration von 1mg/ml PEI während des Assemblierungsvorganges vor. Die
post-Verkapselung fand ebenfalls bei einer PEI-Keine Hohlfaser-Filtration (HFF) zur
Abtrennung des freien Cargos durchgeführt. Unabhängig von dem verwendeten PEI
und der Einschlusstechnik wurde in jedem Fall die identische HFF-Prozedur ange-
wendet.
Zunächst lässt sich aus den Absorptionswerten vor und nach der Aufreinigung die
Eﬀektivität der Beladung ermitteln. Dazu wurden die Massenkonzentration des je-
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weiligen PEIs gegen die Absorption kalibriert (siehe Abb. A.17 im Anhang). Anschlie-
ßend wurden Freisetzungsversuche bei pH 5 und pH 8 durchgeführt. Diese Freiset-
zungen schlossen sich dabei zeitlich direkt an die HFF-Aufreinigung an. Dazu wurden
die Polymersomlösungen eineWoche lang gegen PBS-Puffer des entsprechenden pHs
dialysiert und zwei Mal täglich die Absorption der Probe bestimmt. Aus dem Rück-
gang der Absorption kann dann auf die Freisetzung zurück geschlossen werden. Die
Freisetzungsversuche wurden auch an PEI-Blindproben ohne Polymersome durch-
geführt, um den experimentellen Aufbau, insbesondere den Molecular Weight Cut
Off (MWCO) der Dialysemembran, zu überprüfen (siehe Abb. A.18 im Anhang).
In disesem Zusammenhang muss
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Abb. 6.3: Verkapselungseffizienz: Masse
des verkapselten PEIs in Prozent
der PEI-Gesamtmasse während
der Assemblierung.
klargestellt werden, dass die so er-
mittelte Verkapselungseffizienz nicht
zwischen den unterschiedlichen Posi-
tionen 1, 2, 3 und 4 (siehe Abb. 6.2)
unterscheiden kann. Durch die HFF
wird nicht nur versucht, das freie PEI
aus der Lösung zu entfernen, sondern
auch das an der Oberfläche der Vesikel
adsorbierte PEI (Position 1) von den Po-
lymersomen abzutrennen. Vorversuche
und Vorarbeiten zeigten, dass die HFF
mit den gewählten Parametern in der
Lage ist, allen freien Cargo abzutren-
nen.
Inwieweit jedoch die Wechselwirkun-
gen zwischen dem adsobierten PEI und der Polymersomoberfläche unter diesen HFF-
Bedingungen gebrochenwerden konnten, wurde nicht näher untersucht. Dabei spielt
vor allem eine Rolle, dass diese Adsorption von Cargo in Position 1 von der Natur der
Cargo-Moleküle (z.B. Größe und Ladung) sowie der Verkapselungsmethode abhängt,
sodass die HFF-Separation für jeden einzelnen Fall optimiert werden müsste. In die-
sem Zusammenhang ist es experimentell wesentlich einfacher, die Vergleichbarkeit
der Proben durch identische HFF-Parameter zu gewährleisten, als zu versuchen, al-
le PEIs aus Position 1 abzutrennen und dann im Anschluss die dazu nötigen HFF-
Bedingungen zu vergleichen.
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Auf den ersten Blick zeigt sich, dass das größere PEI-25 bei beiden Verkapselungs-
methoden in deutlich größerem Umfang aufgenommen wird als das kleinere PEI-5
(siehe Abb. 6.3). Weiterhin kannman auch bei beiden PEIs eine leicht höhere Verkap-
selungseffizienz der post- gegenüber der in situ-Technik feststellen. An dieser Stelle
soll nochmals darauf hingewiesen werden, dass alle Positionen des Cargos zur Be-
ladungseffizienz beitragen. Um mehr Information über den Aufenthaltsort der PEI-
Moleküle zu erhalten, wurden versucht diese wieder freizusetzen.
Freisetzung des PEIs
Betrachtet man die anschließende Freisetzung in absoluten Konzentrationen (siehe
Abb. 6.4A), so spiegelt sich im Wesentlichen der Trend der Einschlusseffektivität wi-
der. Je mehr PEI aufgenommen wurde, desto mehr wird auch freigesetzt. Bei dieser
Auftragung ist weiterhin zu erkennen, dass auch bei pH 8 eine signifikante Freiset-
zung erfolgt. Dies ist darauf zurückzuführen, dass der Release nicht aus dem Lumen
der Vesikel erfolgt, sondern die an der Oberfläche adsorbierten PEIs in die freie Lö-
sung übergehen. Die HFF ist also mit den verwendeten Bedingungen nicht in der
Lage den Großteil der PEI-Moleküle aus Position 1 abzutrennen.
Bei sauren Bedingungen (pH 5) kommt es zu einer leicht beschleunigten Freiset-
zung. An dieser Stelle wird relevant, dass sowohl die Polymersome als auch die PEIs
bei pH 5 eine kationische Ladung tragen (siehe Abb. A.16 im Anhang). Dies führt ei-
nerseits dazu, dass die adsorbierten PEIs aufgrund der elektrostatischen Abstoßung
mit den Membranen schneller desorbieren als bei pH 8, wodurch die Freisetzung
beschleunigt wird. Anderseits behindert diese elektrostatische Repulsion den Durch-
tritt der PEIs aus dem Lumen (Position 4, Abb. 6.2) durch die gequollene Membran
in die äußere Lösung.
Aus diesen Gründen ist die Freisetzung unter sauren Bedingungen schneller als im
Basischen. Der Unterschied ist allerdings vergleichsweise klein, da der hauptsächli-
che Prozess der Release aus Position 1 ist. Ausschließlich die Messreihe »PEI-25 post«
weicht nach 2Tagen vom beobachteten Verhalten ab. Vermutlich ist dies darauf zu-
rückzuführen, dass die freigesetzte PEI-Menge so groß wird, dass die Kapazität des
experimentellen Aufbaus erreicht wurde (siehe Abb. A.18 im Anhang).
Weiterhin kann man die Freisetzung als relative Freisetzung in Prozent der ur-
sprünglich eingekapselten Menge zu analysieren (siehe Abb. 6.4B). Dabei wird deut-
lich, dass bei gleichem Cargo-Molekül die post-Verkapselung (˛,˝) im Vergleich zu
der in situ-Methode (¨,ˇ) mit einer verstärkten Freisetzung verbunden ist. Die lang-
samere, beziehungsweise geringere Freisetzung aus der in situ-Beladung ist darauf
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Abb. 6.4: Freisetzung der unterschiedlichen PEIs aus den Polymersomen als Mas-
senkonzentration des freigesetzten PEIs (A) und als relative Freisetzung
in Prozent der ursprünglich eingekapselten Menge (B).
zurückzuführen, dass in diesem Fall mehr PEI-Moleküle an den Positionen 3 und 4
(siehe Abb. 6.2) vorliegen. Unter sauren Bedingungen ist eine Freisetzung aus die-
sen Positionen wesentlich langsamer als aus 1. Unter Basischen Bedingungen ist die
Freisetzung aus dem Lumen sogar komplett unterbunden.
Dem entgegen wird bei der post-Verkapselung wahrscheinlich sehr wenig Cargo in
das Lumen aufgenommen und sehr viel nur an der Oberfläche adsorbiert. Dafür wird
allerdings in der Summe mehr Cargo aufgenommen als bei der in situ-Verkapselung
(siehe Abb. 6.3). Das bedeutet, dass die in situ-Verkapselung eine höhere Selektivität
gegenüber dem Inneren des Polymersoms aufweist, dies aber mit einer geringeren
Beladungseffizienz verbunden ist.
Die Frage über das genaue Verhältnis zwischen den einzelnen Positionen kann
nicht präzise beantwortet werden. Einerseits wurde bei der Probe »PEI-25 post« die
Kapazität der Dialyseapparatur überschritten. Andererseits ist unklar, ob der osmo-
tische Druck während der Freisetzungsversuche ausreicht, um alles PEI von der Vesi-
keloberfläche abzutrennen. Die Tatsache, dass nach 4Tagen aber nur  25% (»PEI-5
in situ«) bis  50% (»PEI-5 post«) des aufgenommenen PEIs freigesetzt wurden, deu-
tet für alle Proben auf eine partielle Aufnahme des Cargos ins Lumen hin.
Neben dem Vergleich der Verkapselungsmethoden können auch die beiden PEI-
Moleküle (PEI-5 und PEI-25) miteinander verglichen werden. Für die post-Beladun-
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gen des kleineren PEI-5 und des größeren PEI-25 können kaum Unterschiede festge-
stellt werden. Die minimal schnellere Freisetzung beim PEI-5 post wird vermutlich
dadurch verursacht, dass sich die Masse an freigesetztem Glycopolymer bei PEI-25
post am Limit des experimentellen Aufbaus befindet (siehe Abb. A.18). In Bezug auf
die Größe des PEIs kann hier kein signifikanter Unterschied bei der Freisetzung aus-
gemacht werden. In Kombination mit der wesentlich höheren Aufnahme des PEI-25
gegenüber dem PEI-5 während der post-Verkapselung (siehe Abb. 6.3) lässt sich je-
doch vermuten, dass das größere PEI-25 stärker mit den Polymersom-Oberflächen
wechselwirkt, sodass es bei der HFF weniger effektiv abgetrennt wird.
Das kleine PEI-5 weist bei der in situ-Technik die kleinste Beladungseffizienz auf,
wird aber auch am allerwenigsten freigesetzt. Damit ist es am selektivsten gegen-
über dem Lumen der Polymersome (Position 4, Abb. 6.2). Dabei spielt das kleinere
Molekulargewicht des PEI-5 eine Rolle, was zu einer besseren und dichteren Parti-
kelverteilung führt und dadurch die Chance eines erfolgreichen in situ-Einschluss in
das Lumen erhöht. Bei dem größeren und schwereren PEI-25 ist diese Wahrschein-
lichkeit etwas herabgesetzt, sodass etwas weniger in das Lumen aufgenommen wird.
Weiterhin scheint das kleinere PEI weniger starkmit den Vesikeloberflächen zu wech-
selwirken, weswegen es bei der HFF effektiver als das große PEI-25 abgetrennt wird.
Worauf diese Unterschiede in den Wechselwirkungen zurückzuführen sind, kann
nicht abschließend beantwortet werden. Die unterschiedlich großen PEIs besitzen
zwar sehr ähnliche Zeta-Potential-Kurven (siehe Abb. A.16), jedoch könnten sie sich
beispielsweise in der Dichte ihrer Maltose-Schale unterscheiden. Aus Versuchen mit
Cyclodextrinen, welchewieMaltose ebenfalls aus Glucose-Molekülen aufgebaut sind,
ist bekannt, dass diese Oligosaccharide in großem Maße an den Polymersomober-
flächen adsorbieren.[150]
Zusammenfassend kann man die folgenden Schlüsse ziehen. Bei der Verkapse-
lung und Freisetzung von Enzym-Modellsubstanzen auf der Basis von PEI führt die
post-Verkapselung zu insgesamt höherer Beladung, wobei diese aber wenig spezi-
fisch in Hinblick auf das Innere der Vesikel ist. Im Vergleich der Größen zeigt sich,
dass die größeren PEI-25 stärker als die kleinen PEI-5 mit den Vesikeloberflächen
wechselwirken und so deutlich mehr des PEI-25 dort adsorbiert wird.
6.2 Einschluss von Myoglobin
Die Verkapselung von Myoglobin und anderen Enzymen in den Polymersomen zur
Realisierung von Nanoreaktoren mit bienzymatischen Kaskadenreaktionen ist bereits
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ausführlich von Gräfe et al. behandelt worden.[57] An dieser Stelle sollen diese
Arbeiten daher nicht nur teilweise reproduziert, sondern vor allem um das Werkzeug
der post-Verkapselung erweitert werden.
Wie bei der Beladung der Vesikel mit PEI wurde bei beiden Strategien (in situ
und post) die gleiche Massenkonzentration an Myoglobin (0,2mg/ml) eingesetzt.
Auch die HFF wurde mit gleichen Parametern durchgeführt, wobei an dieser Stelle
allerdings eine wesentlich längere HFF-Aufreinigung als bei den PEI-Glycopolyme-
ren vollzogen wurde. Ebenfalls wurde der Transmembrandruck im Vergleich zu den
Experimenten mit PEI weiter erhöht. Dadurch sollte eine Absorption von Myoglobin
an den Vesikeln (Position 1, Abb. 6.2) verringert werden.
Auch der Nachweis der Myoglobinaktivität mit dem Substrat Guaiacol (siehe
Abb. A.19) ist unverändert aus den Vorarbeiten übernommen worden.[57] Weiter-
hin wurde in diesen Arbeiten schon darauf hingewiesen, dass Myoglobin einerseits
bei sauren pH-Werten wesentlich aktiver ist als bei leicht basischen und dass sich an-
dererseits die Myoglobinaktivität während der Lagerung über mehrere Tage ändern
kann.
Aus diesen Gründen wurde eine umfangreiche Kalibrierung der Enzymaktivität ge-
gen die Massenkonzentration des Myoglobins durchgeführt. Dabei wurden die Myo-
globin-Standard-Lösungen genauso behandelt, wie es auch mit den Polymersomen
geschehen würde. Für die in situ-Verkapselung bedeutet dies beispielsweise, dass die
Myoglobin-Lösungen auf pH 8 bis 9 gebracht, 4 Tage gerührt und UV-bestrahlt wer-
den, um die Prozesse, welche während der Vesikelformierung ablaufen, genau nach-
zubilden. Die Kalibriergeraden und die Ergebnisse der linearen Regressionen sind im
Anhang aufgeführt (siehe Abb. A.20 und A.21).
Analog zu PEI lässt sich auch hier aus den Aktivitäten vor und nach der HFF mittels
der Kalibrierung eine Verkapselungseffizienz berechnen (siehe Abb. 6.5). Dabei sollte
Myoglobin mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 5 nm eher dem kleineren
PEI (7 nm) ähneln. Dass die Einschlusseffizienz des Myoglobins im Vergleich zum
PEI-5 niedriger ist, stellt angesichts der geringeren Ausgangskonzentration sowie der
gründlicheren HFF-Trennung keine Überraschung dar.
Der beim PEI beobachtete Trend der effektiveren post-Beladung kehrt sich beim
Myoglobin um. Dies liegt vor allem an der höheren Separationsleistung der verstärk-
ten HFF. Aus den Experimenten mit PEI lässt sich vermuten, dass auch die post-Ver-
kapselung von Myoglobin in großem Maße mit der Absorption an der Position 1 ver-
bunden ist. Eine stärkere Aufreinigung mit höherem Transmembrandruck und damit
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höheren Scherkräften ist aber hauptsächlich mit einer effektiveren Abtrennung der
Partikel aus ebenjener Postion 1 verbunden. Da die in situ-Verkapselung selektiver
im Hinblick auf das Innere der Vesikel (Position 3 und 4, Abb. 6.2) ist, wird diese
Methode von der Erhöhung der Separationsleistung deutlich weniger betroffen.
An dieser Stelle muss jedoch auch
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Abb. 6.5: Vergleich der Verkapselungseffi-
zienz von PEI und Myoglobin.
festgehalten werden, dass bei der
post-Verkapselung von Myoglobin nach
der HFF eine deutliche Restaktivität bei
pH 8 gemessen wird (siehe Abb. 6.6).
Nach der HFF ist also noch Enzym vor-
handen, welches trotz entquollener Ve-
sikelmembranen vom Substrat erreicht
werden kann und somit im Basischen
aktiv ist. Schlussendlich bedeutet dies,
dass hier immer noch Myoglobin an der
Position 1 (Abb. 6.2) vorliegt.
Dessen ungeachtet ist es möglich,
die Enzymaktivität während eines zy-
klischen Wechsels des pH Wertes, den sogenannten Schaltzyklen, zu untersuchen.
Dabei wurde der pH insgesamt 4-mal zwischen basisch (pH 8) und sauer (pH 6)
hin- und hergeschaltet.
Bei post-verkapselten Myoglobin kann kein vollständiger Aktivitätsverlust bei pH 8
beobachtet werden (siehe Abb. 6.6). Jedoch wird bei pH 8 ein starker Rückgang der
Myoglobinaktivität verzeichnet, dessen Ursache aber auch damit begründet werden
kann, dass Myoglobin im Basischen generell wesentlich weniger Aktivität zeigt als im
Sauren. Aus diesem Grund lässt sich nur anhand der Schaltzyklen kein eindeutiger
Beweis für die erfolgreiche post-Verkapselung von Myoglobin herleiten.
Sowohl bei der in situ- als auch bei der post-Verkapselung nimmt über die
4 Schaltzyklen hinweg die Aktivität im Sauren leicht ab (siehe Abb. 6.6). Vermutlich
werden die Enzyme durch den schnellen, mehrfachen pH-Wechsel belastet. Für die
post-Beladung stellt sich dabei beim letzten Zyklus im Basischen eine Aktivität nahe
0 ein. Deshalb lässt sich vermuten, dass an dieser Stelle alle Enzyme in Position 1
(Abb. 6.2) deaktiviert wurden. Abschließend kann der Einschluss des Myoglobins
ins Lumen jedoch erst mit weiteren, nachfolgend beschriebenen Freisetzungsexperi-
menten eindeutig bestätigt werden.
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Abb. 6.6: Verkapselung von Myoglobin: Zyklisches Schalten der Enzymaktivität
durch den pH Wert.
Im Gegensatz dazu ist bei der in situ-Verkapselung nach der HFF keine Restakti-
vität im Basischen mehr messbar. In diesem Fall konnte also nahezu alles Myoglobin
aus der freien Lösung und von der Vesikeloberfläche abgetrennt werden. Bei wieder-
holten Wechseln des pH Wertes zwischen 8 und 6 kann hier die Aktivität aus- und
wieder angeschaltet werden, da die Membran nur im Sauren für das Substrat durch-
lässig ist. Dies spiegelt im Wesentlichen die Resultate aus den Vorarbeiten wider.[57]
Die Messungen der Enzymaktivität wurden immer in Dreifachbestimmungen
durchgeführt. Dabei kommt es bei sauren Bedingungen (pH 6) oftmals zu großen
Standardabweichungen (siehe Abb. 6.6). Dies ist darauf zurückzuführen, dass die
zeitliche Entwicklung der Absorption in vielen Fällen oft mit starken Fluktuationen
verbunden ist. Diese rühren wahrscheinlich von einer Gasentwicklung des Wasser-
stoffperoxids her, welches für den Enzymnachweis zugesetzt werden muss. Die Gas-
bläschen passieren dabei den Lichtstrahl des Spektrometers und sorgen so für eine
erhöhte Streuung des Lichts, was zu einer kurzzeitigen Erhöhung der Absorption
führt.
6.3 Freisetzung von Myoglobin
Um weitere Informationen zum Aufenthaltsort des Myoglobins in den Polymerso-
men zu erhalten, wurden Freisetzungs- beziehungsweise Lagerungsversuche durch-
geführt. Dazu wurde zunächst die Enzym-Beladung durchgeführt und anschließend
die freien Enzyme durch HFF weitgehend entfernt.
148
6.3 Freisetzung von Myoglobin
Die Proben wurden dann aufgeteilt und ein Teil bei pH 6 sowie der andere Teil
bei pH 8 für bis zu 2Tage unter Rühren gelagert. Zu Beginn der Lagerung und nach
24 sowie 48 h wurde dann die Enzymaktivität beider Teilproben ermittelt. Dabei
wurde jede Teilprobe aber sowohl bei pH 8 als auch bei pH 6 untersucht, sodass
insgesamt 4Messungen stattfanden. Die Prozedur ist zur besseren Übersichtlichkeit
in Abbildung 6.7 dargestellt.
Die Fragestellung hinter diesem Experiment ist, ob die eingekapselten Myoglobin-
Moleküle die Polymersome verlassen können, wenn die Vesikelmembranen bei pH
6 gequollen und somit permeabel sind. Im Gegensatz zur Freisetzung des PEI wird
aber keine zusätzliche Triebkraft zur Beschleunigung des Freisetzung eingesetzt. Im
Falle des PEIs wird der Release durch die Dialyse unterstützt, indem der Konzentra-
tionsgradient zwischen Vesikelprobe und Pufferreservoir den Übergang des Cargos
aus dem Vesikel und dann weiter in das Pufferreservoir vorantreibt.
An dieser Stelle ist jedoch die Differenz der Myoglobinkonzentrationen außerhalb
und innerhalb der Vesikel als alleinige osmotische Triebkraft hinter der Freisetzung
anzusehen. Aus den Resultaten der post-Verkapselung steht zu vermuten, dass Myo-
globin unter sauren Bedingungen in die Polymersome hinein diffundiert. In diesem
Kontext war die ursprüngliche Arbeitshypothese, dass das Myoglobin unter diesen
Bedingungen die Polymersome auch wieder verlassen kann.
Dem entgegen stehen Experimente von Jens Gaitzsch, bei denen sich für funk-
tionalisierte PEIs auch unter sauren Bedingungen keine Freisetzung zeigte, sofern
nicht ein externer osmotischer Druck, zum Beispiel durch HFF, eingesetzt wurde. So
lautet es wörtlich in [177]:
»The PEI-Mal, used in this study, does not leave the polymersomes,
unless a pressure is applied at an acidic pH. While an acidic pH occurs
[...], no transmembrane pressure as high as applied with the HFF sys-
tem is present [...] Hence, we could take the detected cargo as detected
polymersomes.«[177]
Die Resultate der Freisetzungsversuche sind in Abbildung 6.7 dargestellt. Abge-
sehen von den Startpunkten, bei denen für die post-Verkapselung noch eine gewis-
se Restaktivität im Basischen vorliegt, unterscheiden sich die Beladungsstrategien
kaum. Auch hinsichtlich der Lagerungsbedingungen werden keine Unterschiede fest-
gestellt. Egal ob die Vesikel bei pH 6 oder 8 gelagert werden, bei der Analyse im Ba-
sischen wird keine Aktivität und bei der Messung im Sauren eine signifikante Wirk-
samkeit der Enzyme festgestellt.
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Abb. 6.7: Schema zur möglichen Freisetzung von Myoglobin aus den Polymersomen
bei der Lagerung bei pH 6 und 8 sowie die experimentell bestimmten Myo-
globin-Aktivitäten.
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Wenn das Myoglobin aus den Positionen 3 und 4 (Abb. 6.2) heraus die gequollene
Vesikelmembran passieren könnte, müsste danach bei pH 8 eine Aktivität der freien
Enzyme messbar sein. Jedoch werden im Basischen keine oder negative Aktivitäten
ermittelt. Selbst wenn man davon ausgeht, dass das freie Myoglobin seine Aktivität
schneller verliert als das eingeschlossene, sollte man einen Unterschied zwischen der
sauer gelagerten und basisch gelagerten Probe erwarten. Wenn das Myoglobin die
Vesikel verlässt und danach inaktiv wird, sollte die basisch gelagerte Probe bei der
Aktivitätsmessung im Sauren mehr Aktivität zeigen als die sauer gelagerte Probe, da
im Basischen keine Diffusion und deshalb kein Aktivitätsverlust stattfindet.
Insgesamt ist aber kein Unterschied zwischen saurer und basischer Lagerung er-
kennbar, das heißt dass das eingekapselte Myoglobin die Polymersome auch im Sau-
ren nicht verlassen kann. Da dies auch bei der post-Verkapselung beobachtet wird,
kannman somit ebenfalls schlussfolgern, dass während der post-Beladung Enzyme in
das Innere der Vesikel aufgenommen werden. Die Restaktivität bei pH 8, die am Zeit-
punkt 0 vorliegt und vermutlich von Myoglobin in Position 1 (Abb. 6.2) verursacht
wird, verschwindet schon nach 24 h komplett. Vermutlich werden die Oberflächen-
gebundenen Enzyme während dieser Zeit inaktiviert, sodass dann nur noch die Ak-
tivität der tatsächlich eingekapselten Myoglobine detektiert wird.
Damit wird zum einen bewiesen, dass eine post-Verkapselung von Myoglobin bei
pH 5 möglich ist. Zum anderen verlassen die Myoglobin-Moleküle die Vesikel nach
der Verkapselung nicht mehr, selbst wenn mit pH 6 ein saurer pH vorliegt und die
Vesikel gequollen sind. Vermutlich können die Enzyme mit der inneren Oberfläche
der Vesikel (Position 3, Abb. 6.2) in einer thermodynamisch günstigen Art und Weise
wechselwirken. Der Myoglobin-Konzentrationsgradient zwischen innerer (innerhalb
der Vesikel) und äußerer Lösung erzeugt nicht genug osmotischen Druck, um diese
günstigen Interaktionen zu überwinden.
Ein ähnliches Verhalten ist bereits für Metall-organische Gerüstverbindungen
(MOFs) beschrieben worden.[178,179] So ist es möglich, Enzyme in die Poren der MOFs
hinein diffundieren zu lassen, ohne das später eine signifikante Freisetzung stattfin-
det.
Für Terbium-basierte mesoporöse MOFs ist diese Art der Diffusions-basierten Ver-
kapselung auch bereits für Myoglobin durchgeführt worden.[180] Dabei besetzt das
Myoglobin dieMesoporen fast vollständig, sodass nach der Immobilisierung nur noch
kleine Substrate wie 1,2,3-Trihydroxybenzol mittels kleinerer Poren durch das MOF
hindurch zu den Enzymen gelangen können. Größe Moleküle wie 2,2’-Azino-bis-(3-
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ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) (ABTS) werden dagegen nicht umgesetzt, weil sie
aufgrund ihrer Größe nicht mehr durch das MOF diffundieren können. Nach dem
Einschluss des Myoglobins wurden die MOFs bis zu 15Mal zentrifugiert und redi-
spergiert, ohne an Enzymaktivität zu verlieren. Allerdings lässt sich mit diesem Sys-
tem keine Schaltbarkeit des Myoglobins erreichen.
Die gleiche Forschungsgruppe untersuchte auch die Ursachen, warum die En-
zyme nach der Diffusion in die MOFs diese nicht mehr verlassen.[181] Allerdings
wurden diese Experimente an dem wesentlich kleineren Enzyms Microperoxidase-
11 (MP-11) durchgeführt. Durch konfokale Raman-Spektroskopie konnte für sechs
Banden des MP-11 eine Rotverschiebung festgestellt werden. Zwei dieser Raman-
Banden werden dabei mit der Auflösung von MP-11-Oligomeren verbunden, wäh-
rend die restlichen vier auf Interaktionen der Häm-Gruppe des MP-11 mit den orga-
nischen Linkern des MOFs zurückgeführt werden. Im Vergleich dazu wurde nur bei
zwei Banden des MP-11 eine Rotverschiebung festgestellt, wenn dieses in mesopo-
rösem Silica immobilisiert wurde.
Da die Membranen der Polymersome ebenso wie die Linker der MOFs aus orga-
nischen Verbindungen bestehen, ist es wahrscheinlich, dass es auch innerhalb der
Vesikelmembranen zu stabilisierenden Wechselwirkungen zwischen Matrix und En-
zym kommt. Analog zum MOF könnte dies auch beim Polymersom die Freisetzung
der Myoglobine verhindern.
Für Polymersome jedoch ist die Kombination von post-Verkapselung und dem dau-
erhaften, pH-stabilen Einschluss in dieser Form noch nicht beschrieben worden und
könnte zur Realisierung von neuen Nanoreaktor-Systemen genutzt werden, welche
mit der in situ-Verkapselung nicht zugänglich sind. Die Tatsache, dass die Aktivität
des Enzyms über die Permeabilität des Polymersoms an- und ausgeschaltet werden
kann, ohne dass das Enzym das Vesikel verlässt, könnte es unter anderem deutlich
erleichtern, dass Produkt der enzymatischen Reaktion von den Enzymen zu isolieren.
Zum Beispiel bei der Verwendung verschiedener Enzyme, welche in unterschied-
lich schaltbaren Vesikeln eingeschlossen sind und konkurrierende Reaktionen ka-
talysieren, muss eine Kreuzkontamination von Enzymen von einem in das andere
Kompartiment vermieden werden. Bisher konnte man dies nur mit Tunnelproteinen
realisieren, welche die Substrate durchlassen und die Enzyme zurückhalten (siehe
Abs. 2.2.3). Allerdings sind bisher noch keine mehrfach schaltbaren Systeme mit
Tunnelproteinen realisiert worden.
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Neben der in situ-Verkapselung und der reversiblen Schaltzyklen konnte eine wei-
tere aus den Vorarbeiten von Gräfe bekannte Beobachtung reproduziert werden.
Myoglobin, welches frei in Pufferlösung vorliegt, verliert innerhalb weniger Tage
große Teile seiner Aktivität (siehe Abb. 6.8 und [57]). Dieser Effekt wurde in dieser
Arbeit vor allem für leicht saure Proben festgestellt. So büßte Myoglobin bei Lage-
rung bei pH 6 nach nur 4 Tagen nahezu seine komplette Aktivität ein (Abb. 6.8).
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Abb. 6.8: Lagerung von freiem Myoglobin in PBS-Puffer bei pH 8 und pH 6 (Enzym-
konzentration: 0,1mg/ml).
Wird das Myoglobin dagegen post-verkapselt, so ist der Aktivitätsverlust nach
2Tagen Lagerung bei pH 6 deutlich geringer, wie aus Abbildung 6.7 hervorgeht.
Dabei müsste zusätzlich noch die Zeitdauer der post-Verkapselung hinzugerechnet
werden, da hier auch saure Bedingungen, sogar pH 5, herrschen. Die Polymersome
bewirken also eine Stabilisation des Enzyms und sorgen dafür, dass seine Aktivität
länger erhalten bleibt.
Die hier beobachtete Stabilisierung desMyoglobins, welche sowohl bei der post- als
auch bei in situ-Verkapselung auftrat, ist quantitativ weniger stark ausgeprägt als in
den Vorarbeiten. Dort besaßen Myoglobin-gefüllte Polymersome auch nach 10Tagen
die volle, ursprüngliche Ausgangsaktivität. Qualitativ betrachtet zeigte jedoch auch
die hier eingesetzte post-Verkapselung eine Stabilisierung des Enzyme. In diesem
Zusammenhang muss auch darauf hingewiesen werden, dass Chargen von Enzymen
naturgemäß Schwankungen unterworfen sind und dass selbst bei Lagerung im Tief-
kühler ein gewisser Abbau nicht vermieden werden kann.
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6.4 Analyse der Enzymverkapselung durch AF4
Die Bestimmung der Myoglobinaktivität alleine kann, wie im vorigen Abschnitt zu
sehen war, im Zusammenhang mit HFF und Freisetzungs-Experimenten zur Loka-
lisierung der Enzyme im Polymersom beitragen. Anhand der Aktivität lassen sich
Information darüber gewinnen, wie sich der Einschluss des Enzyms auf das Enzym
selbst auswirkt. Um die Betrachtung des Systems zu vervollständigen, muss jedoch
ebenfalls der Frage nachgegangen werden, wie sich die Enzym-Beladung auf die Ve-
sikel auswirkt.
Abb. 6.9: Schema des Trennkanals und Funktionsweise der AF4.*
Zur Beantwortung dieser Frage wurde die Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktio-
nierung (AF4) eingesetzt. Diese Technik erlaubt es zunächst, eine schonende Auf-
trennung der Probe nach dem Diffusionskoeffizienten ihrer Bestandteile vorzuneh-
men. Anschließend können die einzelnen Fraktionen detailliert mittels einer Vielzahl
an Detektoren analysiert werden. Die Separation der AF4 beruht dabei auf einem la-
minaren Fluss entlang des Trennkanals (Detektorfluss), auf welchen ein senkrecht
dazu ausgerichtetes Trennfeld wirkt. Im Falle der AF4 wird dieses Feld durch einen
weiteren Fluss erzeugt (Querfluss, siehe Abb. 6.9). Die Unterseite des Trennkanals
besteht aus einer permeablen Membran mit bekanntemMWCO, sodass der Querfluss
an der Unterseite austreten kann.
Während der Detektorfluss die Proben vom Injektionspunkt langsam in Richtung
des Kanalendes und damit zur Zuleitung zu den Detektoren bewegt, sorgt der Quer-
fluss für die Auftrennung der Probenbestandteile. Langsam diffundierende Teilchen
(kleiner Diffusionskoeffizient) werden dabei durch den Querfluss nahe der Mem-
bran gehalten, während schnell diffundierende Teilchen (großer Diffusionskoeffizi-
ent) sich zumindest zeitweise auch in der Nähe der Kanalmitte aufhalten.
*Die Grafik basiert auf https://commons.wikimedia.org/wiki/File:FFF_separation_
principle_in_asymmetric_flow_field-flow_fractionation_(AF4).jpg und unterliegt Creative-
Commons Lizenz CC BY-SA 3.0
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Da der Detektorfluss laminar ist, bewegen sich die die Flüssigkeitsschichten an der
Kanalwand langsamer als die in der Mitte des Kanals. Somit werden Probenbestand-
teile mit großem Diffusionskoeffizienten schneller eluiert. Der Diffusionskoeffizient
ist durch die Stokes-Einstein-Gleichung mit der Größe der Partikel verbunden, wo-
durch die Auftrennung bei der AF4 vereinfacht ausgedrückt nach dem Partikeldurch-
messer erfolgt.
6.4.1 Quantifizierung der Verkapselungseffizienz durch AF4
Durch die Auftrennung der Probenbestandteile nach ihrer Größe beziehungsweise
ihres Diffusionskoeffizienten kann AF4 eingesetzt werden, um die die Polymersome
von den nicht eingeschlossenen Enzymen zu trennen. Dazu wurden zunächst Enzym-
Lösungen bekannter Konzentration injiziert und die resultierenden Detektorsignale
entsprechend kalibriert (siehe Abb. A.22). Aus der Menge des ursprünglich zur Ver-
kapselung eingesetzten Enzyms und der Menge des freien Enzyms lässt sich dann als
Differenz die Menge an eingeschlossenem Enzym ermitteln.
Neben Myoglobin wurde auch Esterase als weiteres Enzym untersucht. Estera-
se ist dabei etwa 10-mal so schwer wie Myoglobin und ungefähr doppelt so groß
( 180 kDa bzw. 10 nm, siehe auch Tab. A.2). Zwei beispielhafte Fraktogramme der
Auftrennungen von Polymersomen und Myoglobin beziehungsweise Esterase sind in
Abbildung 6.10 dargestellt.
Die kleineren und somit schneller diffundierenden Enzyme werden früher als die
größeren Polymersome eluiert. Dabei wird zwischen den beiden Fraktionen wieder
die Basislinie erreicht. Es ist also möglich, mit der verwendeten Methode Enzyme
und Vesikel voneinander zu separieren.
Nach der Entwicklung der Trennmethode sowie der Kalibrierung der Signale des
UV-Detektors gegen die Massenkonzentration der Enzyme sind die Grundlagen vor-
handen, um Probenserien zur Bestimmung der Verkapselungseffizienz zu untersu-
chen. Für die in situ-Verkapselung wurden dabei verschiedenen Konzentrationen der
Enzyme verwendet. Die Konzentration der Polymersome kann jedoch nicht vari-
iert werden, weil dazu die Assemblierungskonzentration des BCPs geändert werden
müsste. Für die post-Verkapselung hingegen kann sowohl die Enzymkonzentration
als auch die Vesikelkonzentration variiert werden.
Unabhängig von der Einschlussstrategie wurde bei jeder Messreihe eine Vesikel-
probe ohne Enzyme analysiert. Bei der post-Verkapselung wurde ein Teil der ver-
netzten Ausgangsvesikel auf pH 5 gebracht, aber kein Cargo zugegeben. Nach Ablauf
der Verkapselungszeit wurde diese Blindprobe wieder auf pH 7,4 eingestellt und zu-
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Abb. 6.10: AF4-Fraktogramme: Verkapselung von Enzymen in Polymersomen mit
anschließender Separation von freiem Myoglobin bzw. Esterase. Die En-
zyme werden nach ca. 15min eluiert, wohingegen die Vesikel (inklusive
der darin eingeschlossenen Enzyme) nach ca. 25min eluiert werden.
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sammen mit den Enzymproben durch AF4 analysiert. Bei der in situ-Methode wurde
parallel zu den Verkapselungen eine Polymersomassemblierung ohne Enzyme durch-
geführt.
Mittels des an die AF4 gekoppelten MALS-Detektors (Multiangle Light Scattering)
konnte die mittlere molare Masse der Vesikel bestimmt werden. Aus der Molmasse
der Vesikel kann mit Hilfe der Molmasse der verwendeten BCPs (siehe Tab. 4.1) auch
die Aggregationszahl bestimmt werden. Da die Massenkonzentration der Vesikel be-
kannt ist, lässt sich mit der Molmasse der Vesikel ebenfalls die Stoffmengenkonzen-
tration der Polymersome (Mol Vesikel pro Volumen) berechnen.
Als mittlere Molmasse der Polymersome wurde 30 400000 g/mol ermittelt und
für weitere Berechnungen verwendet. Bei dem eingesetzten »Standard-BCP« ergibt
sich aus dieser Molmasse eine Aggregationszahl von ca. 1200 Polymeren pro Po-
lymersom. Da zwischen verschiedenen Assemblierungen leichte Abweichungen der
Polymersomgröße und vor allem der Form der Größenverteilung auftreten, ist die Ag-
gregationszahl erheblichen Schwankungen unterworfen und sollte nur als Richtwert
verstanden werden. Auch die Agglomeration von Vesikel kann die Aggregationszahl
stark beeinflussen, da bei der Lichtstreuung Partikel hoher Molmassen durch ihre
stärkere Streuintensität überproportional berücksichtigt werden.
Da auch die Molmasse der Enzyme bekannt ist (Tab. A.2), ist es möglich, die En-
zymkonzentration vor der AF4 als Stoffmenge an Enzym pro Volumen anzugeben.
Über die Kalibrierung kann nach der Trennung des Enzym-Polymersom-Gemischs
die Menge an freiem Enzym ermittelt werden. Die aufgenommene bzw. adsorbier-
te Menge an Enzymen ergibt sich dann als Differenz aus der bei der Verkapslung
eingesetzten Gesamtmenge und der abgetrennten Menge des Enzyms.
Diese Berechnung ermöglicht es schließlich, die Anzahl der Enzyme pro Polymer-
som aufzutragen. Aus der Anzahl der Enzyme pro Vesikel vor der AF4 und der Menge
an aufgenommenen Enzymen lässt sich dann die Effektivität der Verkapselung ermit-
teln. Über die Betrachtung des Enzym-Polymersom-Verhältnisses ist es auch möglich,
Proben mit unterschiedlichen Vesikelkonzentrationen miteinander zu vergleichen.
Die Resultate für den Einschluss von Myoglobin und Esterase nach der in situ-
und der post-Methode sind in Abbildung 6.11 abgebildet. Zunächst kann festgehal-
ten werden, dass eine Erhöhung der vorgelegten Enzymmenge im Allgemeinen auch
zu mehr eingekapselten Enzymen führt. Darüber hinaus zeigen sich für die beiden
untersuchten Enzyme und die angewendeten Strategien deutliche Unterschiede.
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Enzyme pro Polymersom vor AF4
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Abb. 6.11: Verkapselungseffizienz für den Einschluss von Myoglobin und Esterase
nach der in situ- und der post-Methode ermittelt durch AF4-Separation.
In Bezug auf die Verkapselung des Myoglobins ist die post-Verkapselung mit einer
größeren Aufnahme als die in situ-Strategie verbunden. Dieses Verhalten ähnelt da-
bei den Ergebnissen der PEI-Verkapselungen (siehe Abb. 6.3 und 6.5). Dort zeigte
die post-Methode eine erhöhte Aufnahme von PEI, welche aber vor allem an der Au-
ßenseite und in der Membran (Position 1 und 2, Abb. 6.2) erfolgte. Da die AF4 eine
besonders schonende Trennmethode ist, welche nahezu ohne Scherkräfte auskommt,
ist die Bestätigung des Trends aus der HFF mit geringeren Drücken nachvollziehbar.
Bei der Erhöhung des Myoglobin-Polymersome-Verhältnisses lässt sich eine Sät-
tigungskonzentration erkennen. Für die in situ-Verkapselung wird oberhalb einer
Menge von ca. 150 Enzym-Molekülen pro Polymersom keine Erhöhung des Ein-
schlusses mehr erreicht. Für die post-Verkapselung tritt dies bei ca. 250 Myoglo-
bin-Molekülen pro Vesikel auf. Vermutlich sind an dieser Stelle alle besetzbaren
Positionen abgesättigt worden. Bei einer weiteren drastischen Erhöhung der zur
post-Verkapselung eingesetzten Myoglobinmenge (ca. 750 bzw. 1000 Enzyme pro
Vesikel) ist ein leichter Rückgang der Verkapselung und eine Verbreiterung der Feh-
lerbereiche der AF4-Separation zu beobachten. Dies ist höchstwahrscheinlich auf ers-
te Aggregationserscheinungen von Polymersomen mit Enzymen sowie von Enzymen
untereinander zurückzuführen.
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Bei dem Einschluss von Esterase hingegen zeigt sich ein völlig anderes Verhalten.
Einerseits wird anscheinend bei der in situ-Verkapselung deutlich mehr ein geschlos-
sen als bei der post-Strategie. Damit unterscheidet sich die Esterase von allen anderen
untersuchten Cargo-Molekülen. Esterase weist jedoch im Vergleich zum anderen Car-
go die größte Molmasse auf, auch wenn der hydrodynamische Durchmesser etwas
kleiner als beim PEI-25 ist (siehe Tab. A.2).
Aus weiteren Studien, insbesondere der Analyse der Konformationsfaktoren und
der scheinbaren Dichte (siehe S. 165ff), lässt sich schlussfolgern, dass Esterase in ei-
ner anderen Art und Weise wechselwirkt als Myoglobin. So führt sowohl die post- als
auch die in situ-Verkapselung zu einer Strukturveränderung der Polymersome, wel-
che imWesentlichen die Membrandichte verringert und Oberflächenrauigkeit erhöht
(siehe S. 165ff).
Eine mögliche Erklärung für die weniger effiziente post-Verkapselung könnte also
darin liegen, dass die Esterase mit ihrem hohen Molekulargewicht die gequollene
Membran nicht überwinden kann und nicht ins Innere der Vesikel gelangt. Die Ver-
änderungen der Membranstruktur der Polymersome legen nahe, dass die Esterase
vor allem in Postion 2, das heißt direkt innerhalb der Vesikelmembran eingebaut
wird. Dies trifft ganz besonders auf die in situ-Verkapselung zu. Hier bilden sich die
Vesikel wahrscheinlich schon mit Esterase als Teilkomponente ihrer Membran. Dies
könnte die sehr effektive Einlagerung bei der in situ-Methode erklären.
Ein weiterer Grund für die hohe Aufnahme der Esterase könnte ihr aus-
geprägtes Aggregationsverhalten zusammen mit den Vesikel sein.[182] Bei der
in situ-Verkapselung ist es unumgänglich, die Polymersomkonzentration bei 1mg/ml
zu halten, damit sich die Assemblierungsparameter im Vergleich zur Enzym-freien
Selbst-Assemblierung nicht ändern. Hohe Konzentrationen an Esterase und Polymer-
somen aggregieren dann und fallen schlussendlich aus der Lösung aus, weshalb sie
von der AF4-Analyse nicht mehr erfasst werden. Wenn keine oder nur wenige freie
Enzyme überhaupt in den AF4-Trennkanal gelangen, führt dies ganz automatisch
zu einer scheinbaren Erhöhung der Verkapselungseffizienz.
Auf die post-Verkapselung trifft diese Argumentation nur mit Einschränkungen zu,
da hier die Vesikel bereits vernetzt sind und typischerweise mit Esteraselösung auf
0,5mg/ml oder darunter verdünnt wurden. Dies verringert die Aggregation von Es-
terase und Vesikeln.
Wenn man das Aggregationsverhalten und die Strukturveränderungen der Mem-
branen zusammen betrachtet, kann man die begründete Hypothese aufstellen, dass
die Einlagerung der Esterase in die Membran auch zu einer Destabilisierung der Ve-
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sikel führt und damit die Aggregation mitverursacht.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Separationmittels AF4 eingesetzt wer-
den kann, um die Verkapselungseffizienz von Enzymen in den Polymersomen zu er-
mitteln. Da AF4 eine besonders schonende Trennmethode ist, zeigen die Ergebnisse
ein ähnliches Verhalten wie bei der HFF-Aufreinigung bei niedrigeren Transmem-
brandrücken, das heißt dass die post-Verkapselung zu einer höheren Aufnahme führt
als die analoge in situ-Variante.
Esterase zeigt ein anderes Verhalten als Myoglobin und die verschiedenen PEIs.
Wie in folgenden Experimenten dargestellt wird, ist dies auf die Einlagerung der
Esterase in die Vesikelmembran zurückzuführen. Weiterhin könnte dieses Verhalten
durch die Aggregationseigenschaften von Esterase und Polymersomen verstärkt wer-
den.
6.4.2 Einfluss der Enzymverkapselung auf die
Membraneigenschaften
Nach der Auftrennung der Proben durch AF4 ist eine detaillierte Analyse der Fraktio-
nen möglich, wozu eine Vielzahl von Detektoren eingesetzt wurden. Die folgenden
Untersuchungen beschäftigten sich dabei mit der Frage, inwiefern die Verkapselung
von Enzymen die Membranen der Polymersome verändert. Dazu ist vor allem der
Einsatz eines MALS-Detektors unverzichtbar, wodurch sich die Molmasse der Poly-
mersome und ihr Trägheitsradius Rg bestimmen lassen. Weiterhin wurde bei vielen
Messungen auch ein DLS-Detektor eingesetzt, um den hydrodynamischen Radius Rh
zu ermitteln.
Aus den ermittelten Größen können weitere Parameter abgeleitet werden, die Auf-
schluss über die Form und Gestalt der Vesikel zulassen. Der Trägheitsradius Rg kann
im sogenannten Konformationsplot in Abhängigkeit der Molmasse aufgetragen wer-
den. Anhand von Gleichung (6.1) kann der Konformationsparameter ν abgeschätzt
werden. Auch mit dem hydrodynamischen Radius Rh, der durch dynamische Licht-
streuung (DLS) zugänglich ist, kann eine analoge Auswertung erfolgen. Damit kann
ein zweiter »hydrodynamischer« Konformationsparameter errechnet werden.
Rg = K  M
 (6.1)
Weiterhin lässt sich nach Gleichung (6.2) aus der massenmittleren Molmasse Mw
und dem Volumen V , welches sich aus dem Trägheitsradius Rg ergibt, die scheinbare
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Dichte  app errechnen.
 app =
Mw
V
(6.2)
Schließlich können Rg und Rh auch zur Berechnung eines weiteren Parameters,
des -Faktors, verwendet werden (siehe Gl. (6.3)). Dieser Formfaktor kann ebenfalls
Informationen zur Gestalt der Partikel beziehungsweise Moleküle liefern.
 =
Rg
Rh
(6.3)
Charakterisierung unbeladener Polymersome
Als Ausgangspunkt der Studien wurden zunächst Polymersome aus Standard-BCPs
ohne Enzymbeladung untersucht. Die Fraktogramme zeigen sowohl bei pH 7,4 als
auch bei pH 5 eine monomodale Elutionskurve (siehe Abb. 6.12A). Bei der Unter-
suchung der Konformationsplots kann man feststellen, dass bei beiden pH-Werten
der gleiche -Parameter von 0,24 ermittelt wird. Unabhängig von der Quellung der
Polymersome bleibt also ihre Form erhalten. Die Quellung führt jedoch zu einer Än-
derung der Größe, was sich in einer vertikalen Verschiebung der Kurve zu größeren
Trägheitsradien auswirkt.
Abb. 6.12: AF4-Untersuchungen von unbeladenen Polymersomen in gequollenem
(pH 5,0) und entquollenem Zustand (pH 7,4): Fraktogramme mit Licht-
streu- und UV-Detektor (A) sowie die resultierenden Konformationsdia-
gramme (B).
Der Wert des -Parameters lässt sich nicht ohne weiteres einer Molekül- oder Par-
tikelform zuordnen. Insgesamt befindet sich der ermittelte Wert nahe 0,3, was dem
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Richtwert für »harte Kugeln« entspricht. Als harte Kugel wird dabei ein Molekül oder
Partikel betrachtet, der eine kugelförmige Gestalt mit definierter, undurchlässiger
Oberfläche aufweist. Theoretische Berechnungen in der Literatur zeigen weiterhin,
dass auch Werte unterhalb von 0,3 kugelförmige Objekte mit definierter Oberfläche
anzeigen.[183–185]
Auch die Analyse der scheinbaren Dichte  app zeigt einen ähnlichen Kurvenverlauf,
wie er im Konformationsdiagram auftritt (siehe Abb. A.23). Die gequollene Vesikel-
membran bei pH 5 weist dabei erwartungsgemäß einen wesentlich kleineren Wert
auf als die kollabierte Membran bei pH 7,4. Die Entwicklung der Dichte über den
Molmassenverlauf hinweg hat jedoch den gleichen Anstieg.
Die Berechnung der scheinbaren Dichte stützt sich dabei insofern auf den Konfor-
mationsparameter , als dass dieser die Annahme der Kugelform bestätigt und somit
die Berechnung des Volumens als Kugel aus dem Trägheitsradius ermöglicht. Da die
scheinbare Dichte nur auf der Lichtstreuung beruht, darf sie trotz der Angabe der
Einheit kg=m3 nicht mit der normalerweise verwendeten Massendichte  (m) = m=V
verwechselt oder verglichen werden.
Zusammenfassend stimmen die gewonnenen Resultate mit den Erwartungen über-
ein. Die Quellung der Polymersome führt zu einem Vergrößerung ihres Trägheitsra-
dius, wobei die scheinbare Dichte durch die Aufnahme von Wasser in die Membran
kleiner wird. Der Verlauf von  app und  über die Molmasse hinweg zeigt jedoch,
dass sich die Gestalt der Vesikel nicht ändert.
Analyse von Polymersomen mit Myoglobin-Beladung
Neben der bereits beschriebenen Ermittlung der Einschlusseffizienz kann die detail-
lierte Auswertung der MALS- und DLS-Detektoren weitere Erkenntnisse über die
Struktur und Form der Polymersome liefern. Dazu wurden verschiedene Mengen an
Enzym entweder post- oder in situ-verkapselt.
Die Zuordnung der Messreihen erfolgt wie bei der Ermittlung der Verkapselungs-
effizienz über das Enzym-Polymersom-Verhältnis. Dabei beziehen sich die Legenden
der folgenden Diagramme auf das Verhältnis der aufgenommenen Enzyme zu den
Polymersomen und nicht auf das Ausgangsverhältnis vor der AF4. Weiterhin wurde
bei jeder Messreihe eine Referenzprobe mit analog prozessierten, aber enzymfreien
Vesikeln gemessen. Diese Messkurve wird als Ref. (Referenz) bezeichnet.
Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Verkapselungen von Myoglobin ist erkenn-
bar, dass sich die Messwerte der Referenz und der enzymhaltigen Proben kaum un-
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terscheiden. Dies trifft vor allem auf die in situ-Methode zu, wo es bei der Darstel-
lung von Rg und Rh in Abhängigkeit der Molmasse zu nahezu perfekter Überlagerung
der Kurven kommt (siehe Abb. 6.13). Ähnliches trifft auch auf den ρ-Faktor und die
scheinbare Dichte  app zu (siehe Abb. A.24).
Abb. 6.13: AF4-Untersuchungen von in situ-verkapseltem Myoglobin: Konformati-
onsdiagramme von Rg(A) und Rh(B).
Aber auch bei der post-Verkapselung von Myoglobin gibt es nur sehr wenige Un-
terschiede zur Referenzprobe (siehe Abb. 6.14). Die Messkurven von Rg und Rh in
Abhängigkeit der Molmasse werden bei Myoglobin-haltigen Proben leicht zu größe-
ren Radien verschoben, das heißt die Polymersome mit Myoglobin sind bei gleicher
Molmasse minimal größer als die Referenz. Der Anstieg ν ändert sich allerdings nicht
(siehe Abb. A.25 im Anhang). Die Form und Struktur wird also durch die Einlagerung
von Myoglobin nicht verändert.
Der Vergleich der ρ-Faktoren mit Literaturwerten ist nur schwer zu interpretieren.
Der Wert von ca. 1,75 wird in der Literatur der Struktur eines statistischen Knäuels
zugeordnet.[186,187] Demnach sollten die Polymersome eine globuläre Form und eine
gewisse Durchspülbarkeit besitzen. Obwohl die Membranen der Vesikel im Basischen
nicht permeabel sind, ist jedoch die PEG-Corona sehr hydrophil und sollte damit gut
durchspülbar sein.
Im Gegensatz zum ν-Parameter ist das Erreichen des Literaturwertes für eine harte
Kugel (ρ=0,778)[186,187] wenig wahrscheinlich, da es sich bei den Polymersomen um
hohle Kugeln handelt. Während Rg bei gefüllten Kugeln kleiner als der geometrische
Radius ist, hängt dieses Verhältnis bei hohlen Kugeln von der Dicke der Membran
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Abb. 6.14: AF4-Untersuchungen von post-verkapseltem Myoglobin: Konformations-
diagram von Rg(A) und Rh(B) sowie Darstellung des ρ-Faktors (Rg=Rh,
C) und der scheinbaren Dichte  app (D).
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ab. Für eine Hohlkugel mit infinitisimal dünner Hülle wären Trägheitsradius und
geometrischer Radius gleich groß.
Für post-verkapseltes Myoglobin treten für Molmassen >600Mio g/mol (6  108)
erste Ausreißer des -Faktors auf. In diesem Molmassenbereich kann allerdings nicht
mehr nur von einzelnen Vesikeln, sondern ebenfalls von Aggregaten oder Agglome-
raten von Vesikeln ausgegangen werden. Die Aggregate können dabei signifikant un-
terschiedliche Eigenschaften hinsichtlich ihrer Form- bzw. Strukturparameter haben,
sodass eine Auswertung bei sehr hohen Molmassen fehlerbehaftet ist.
Lediglich bei der scheinbaren Dichte gibt es für post-verkapseltes Myoglobin
etwas deutlichere Abweichungen im Vergleich zur enzymfreien Referenz (siehe
Abb. 6.14D). Dabei kommt es zu einer leichten Abnahme von  app. Eventuell könnte
dies durch die Anlagerungen von Myoglobin an die Membranaußenseite verursacht
werden. Dadurch könnte bei ähnlicher Molmasse der Radius leicht zunehmen, da
sich etwas mehr Masse an der Außenseite der Polymersome befindet. Die Betrach-
tung von Rg und Rh unterstützt diese Hypothese, macht aber zugleich deutlich, dass
dieser Effekt nur schwach ausgeprägt ist.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bei der in situ-Verkapselung
von Myoglobin in die Polymersome deren Struktur und Gestalt nicht verändert oder
gestört werden. Auch bei der Myoglobin-post-Verkapselung ist der Einfluss des En-
zyms auf die Vesikel nur schwach ausgeprägt. Die Anlagerung von Enzymen an die
Außenseite (Position 1, Abb. 6.2) führt zu einer schwachen Vergrößerung von Rg und
Rh sowie zu einer leichten Verkleinerung der Dichte  app. Der Skalingparameter 
und der -Parameter bleiben jedoch konstant und zeigen damit, dass diese Größen-
veränderungen keine Auswirkungen auf Form und Eigenschaften der Vesikel haben.
Analyse von Polymersomen mit Esterase-Beladung
Im Vergleich zum Myoglobin zeigt die Esterase ein deutlich verändertes Verhalten
bei der Einkapselung in die Polymersome. Dabei ergeben sich zwischen der Enzym-
freien Referenz und den beladenen Vesikel große Unterschiede bezüglich ihrer Form-
und Strukturparameter.
Bei Betrachtung der post-Verkapselung zeigt sich auf den ersten Blick zunächst
kein größerer Unterschied der Messkurven von Rg in Abhängigkeit der Molmasse.
Mittels einer Regression zur Ermittlung des Konformationsparamters  lässt sich je-
doch für die beladenen Enzyme eine signifikante Erhöhung dieses Parameters von
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ν=0,23 auf 0,3 feststellen (siehe Abb. 6.15).
Abb. 6.15: AF4-Untersuchungen von post-verkapselter Esterase: Konformationsplots
der gesamten Messreihe (A) und Regression zur Ermittlung des Konfor-
mationsparameters ν (B).
Obwohl die Zunahme der Vesikelgröße anhand Rg nur sehr gering ausfällt, ändert
sich der Konformationsparameter ν deutlich. Dies lässt auf eine Veränderung der
Struktur der Partikel schließen. Auch der Fit des Konformationsparamters ν aus der
Auftragung des hydrodynamischen Durchmessers Rh gegen die Molmasse weist eine
deutliche Änderung des Anstiegs von 0,2 auf 0,32 auf (siehe Abb. 6.16A). Dies unter-
streicht die Argumentation einer Strukturänderung der Vesikel. Allerdings liegen die
hydrodynamischen Radien der beladenen Polymersome über dem Rh der Referenz.
Die hydrodynamische Größe der Vesikel nimmt also zu.
Die Analyse des ρ-Parameters (Rg=Rh) kann diese postulierte Änderung der Po-
lymersome nicht weiter aufklären. Der Wert für ρ liegt bei knapp über 1,5 (siehe
Abb. A.26). Im Vergleich zum Myoglobin ist dieser Wert zwar etwas geringer, führt
aber zu keiner neuen Interpretation.
Wesentlich aufschlussreicher ist dagegen die Betrachtung der scheinbaren Dichte.
Hier zeigt sich eine Verringerung von  app (siehe Abb. 6.16B). In Kombination mit
der Zunahme von Rh lassen sich hier die selben Rückschlüsse ziehen wie bei bei der
post-Verkapselung des Myoglobins. Wahrscheinlich wird viel Esterase an der äußeren
Hülle der Polymersome (Position 1, Abb. 6.2) angelagert.
Im Gegensatz zu Myoglobin jedoch zieht diese Anlagerung Veränderungen des
Konformationsparameters ν nach sich. Dies überrascht nicht angesichts der Tatsache,
dass Myoglobin wesentlich kleiner und vor allem wesentlich leichter als Esterase ist.
Esterase hat einen hydrodynamischen Durchmesser von ca. 10 nm, was etwas mehr
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Abb. 6.16: AF4-Untersuchungen von post-verkapselter Esterase: Konformationsplots
von Rh gegen die Molmasse (A) sowie Darstellung der scheinbaren Dichte
 app (B).
als die Hälfte der Membrandicke darstellt (siehe Abb. 6.17). Insofern könnte eine
Anlagerung oder sogar die partielle Einlagerung von Esterase an oder in die Hülle
der Vesikel diese Änderungen von  bewirken. Dabei wird die Erhöhung von  als
eine Erhöhung der Oberflächenrauigkeit interpretiert.
Zur Absicherung dieser Hypothese wurde Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) an schock-gefrorenen Proben durchgeführt. Um statistische Schwankungen
zuminimieren, wurden die Referenz und die Probemit Enzymbeladung bei den TEM-
Messungen mehrfach präpariert, mehrere Stellen des TEM-Grids untersucht und al-
le Messungen der Durchmesser bei mehreren Vergrößerungen durchgeführt. Jede
Probe stützt sich auf die Vermessung von mindestens 700 Vesikeln.
Die Verkapselung zur CryoTEM-Untersuchungen erfolgte bei 0,5mg/ml Vesikel-
konzentration und 0,1mg/ml Esterasekonzentration. Wenn Proben dieser Konzen-
trationen mittels AF4 analysiert wurden, konnte ein Verhältnis von ca. 8 verkapselten
Enzymen pro Polymersom festgestellt werden.
Die Resultate zeigen einen Unterschied des geometrischen Durchmessers zwischen
Referenz und Probe von ca. 11 nm. Gleichzeitig unterscheiden sich die Membrandi-
cken um ca. 1,5 nm (siehe Abb. 6.17). Diese Befunde unterstützen die Ergebnisse
der AF4 insofern, als dass der beobachtete Größenzuwachs der Vesikel sowohl im
TEM als auch bei der AF4 in einem ähnlichen Größenbereich liegen.
Eine Strukturveränderung konnte in den CryoTEM-Bildern nicht ausgemacht wer-
den (siehe Abb. A.29). Allerdings wird sich die Esterase-induzierte Rauigkeitsände-
rung der Oberfläche auf einem sehr kleinen Größenniveau abspielen, das mittels
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Abb. 6.17: CryoTEM-Ergebnisse der post-Verkapselung von Esterase: Durchmesser
und Membrandicken der Referenzprobe ohne Enzyme sowie der belade-
nen Vesikel (Probe). Dabei stellen die Fehlerbalken die Größenverteilung
der Vesikel dar. Zum besseren Verständnis sind diese Größenverteilungen
als Gauß-Kurven nebenstehend abgebildet.
CryoTEM an so komplexen Systemen ohne eine Anfärbung von Probenbestandteilen
mit Schwermetallen und einer zeitaufwendigen Optimierung nicht sichtbar gemacht
werden kann.
Weitere Informationen auf die vermutete Strukturveränderung der Vesikelmem-
branen lassen sich durch Auswertung der in situ-Verkapselung von Esterase gewin-
nen. Hier können imWesentlichen die gleichen Beobachtungen gemacht werden wie
bei der post-Strategie. Jedoch sind die erkannten Trends deutlich verstärkt.
Bei der post-Verkapselung scheint nur die Anwesenheit der Esterase eine Rolle zu
spielen, was dazu führt, dass sich nur die Referenz von den anderen Proben, nicht
aber die anderen Proben mit unterschiedlichen Esterasegehalten untereinander un-
terscheiden. Bei der in situ-Beladung hingegen kann eine Abhängigkeit von der Es-
terasekonzentration ausgemacht werden. Besonders deutlich wird dies am Beispiel
der scheinbaren Dichte (siehe Abb. 6.18B). Je mehr das Polymersom mit Enzymen
beladen ist, desto niedriger ist  app. Die Auftragung von Rg gegen die Molmasse stellt
ein weiteres Beispiel dar (siehe Abb. 6.18A).
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6.4 Analyse der Enzymverkapselung durch AF4
Abb. 6.18: AF4-Untersuchungen von in situ-verkapselter Esterase: Konformations-
plots von Rg gegen die Molmasse (A) sowie Darstellung der scheinbaren
Dichte  app (B).
Diese Beobachtungen lassen sich so interpretieren, dass die Esterase während
der Assemblierung mit in die Vesikelmembran (an Position 2, Abb. 6.2) eingebaut
wird. Dies führt zur deutlichen Änderung der Strukturparameter, insbesondere zu
einer Verringerung der Dichte und einer Vergrößerung der Rauigkeit der Vesikel-
oberfläche. Die Esterase weist einen hydrodynamischen Durchmesser von 10nm auf
(siehe Tab. A.2), wobei die Membran mit  16nm nicht einmal doppelt so dick ist
(siehe Abb. 6.17). Somit ist es nicht verwunderlich, dass Esterase-Moleküle in der
Membran einen erheblichen Fremdkörper darstellen und die Struktur der Vesikel in
großem Maße stören (siehe Abb. 6.19).
Analog zur post-Verkapselung können nach der Assemblierung weitere Esterase-
Moleküle an die Corona der Polymersome adsorbieren. Dies wird jedoch im Hinblick
auf die Veränderung der Struktur vermutlich deutlich weniger effektiv sein als die
Einlagerung der Enzyme innerhalb der Membran. Damit kann auch der Unterschied
zwischen der in situ-Verkapselung, bei der sich ein besonders wirksamer Teil der
Esterase innerhalb der Membran befindet, und der post-Verkapselung, bei der die
Adsorption auf die Oberfläche überwiegt, erklärt werden.
Im Falle der in situ-Verkapselung von Myoglobin werden keine Änderungen der
Strukturparameter beobachtet. Dies kann einerseits bedeuten, dass die Myoglobin-
Moleküle während der Assemblierung nicht in die Membranen eingebaut werden.
Andererseits ist Myoglobin (rh = 5nm) wesentlich kleiner als Esterase, sodass die
Membran den Einbau dieses Enzyms wesentlich besser kompensieren kann.
169
6 Verkapselung und Freisetzung von Myoglobin
Abb. 6.19: Schematische Darstellung der Prozesse bei der post- und
in situ-Verkapselung von Esterase.
Zusammenfassend konnte durch detaillierte Studien mittels Multi-Detektor-AF4
gezeigt werden, dass die Beladung von Polymersomen mit Esterase einen Einﬂuss
auf ihre Struktur und Gestalt hat. Einerseits führt die Anlagerung von Esterase an
die Vesikeloberﬂäche im Zuge der post-Verkapselung zu einer Erhöhung des Skaling-
parameters ν, was mit einer raueren Oberﬂäche und einer leichten Absenkung der
scheinbaren Dichte einhergeht. Andererseits führt auch die in situ-Verkapselung von
Esterase zu einem ähnlichen Befund. Aufgrund der Möglichkeit, die Esterase wäh-
rend der Assemblierung in die Membranen einzubauen (siehe Abb. 6.19), werden
die Auswertungen bei der in situ-Methode noch deutlich verstärkt. Es zeigt sich hier
auch eine Abhängigkeit der Strukturänderungen von der Esterase-Konzentration.
Während die Kompromittierung der Struktur der Polymersome bei dem Ein-
schluss von Enzymen zur Synthese eines Nanoreaktors eher unerwünscht ist, ist
es an anderer Stelle denkbar, den Einbau von Partikeln in die Membran bei der
in situ-Verkapselung absichtlich auszunutzen. So könnten auf diesem Weg zum Bei-
spiel Tunnelproteine oder Nanopartikel gezielt in die Vesikelmembranen eingebracht
werden, um die Polymersome mit zusätzlichen Funktionen auszustatten.
6.5 Zusammenfassung
In diesem Kapitel wurde die Aufnahme von Enzymen in die Polymersome untersucht.
Dabei wurde einerseits die etablierte in situ-Verkapselung eingesetzt, bei welcher die
Vesikel in Gegenwart der Cargo-Moleküle assembliert werden und diese so statistisch
einkapseln. Andererseits wurde die post-Verkapselung angewendet, bei der die En-
zyme bei saurem pH und somit gequollenen Vesikeln durch die Vesikelmembran ins
Innere der Polymersome diﬀundieren.
Zunächst wurde hochverzweigtes, maltosyliertes PEI als Modellsubstanz einge-
setzt. Durch Einkapselungs- und Freisetzungsversuche konnte dabei gezeigt werden,
dass die post-Strategie zu einer eﬃzienteren Beladung führt, die in situ-Methode
170
6.5 Zusammenfassung
aber eine größere Selektivität gegenüber dem Lumen der Vesikel besitzt. Bei der
post-Verkapselung wird viel Cargo außen an der Membran adsorbiert und von dort
aus auch schnell wieder freigesetzt.
Beladungsversuche mit Myoglobin konnten diese Voruntersuchungen bestätigen.
Allerdings wurde hier die Aufreingung verstärkt, sodass bei der post-Methode mehr
Myoglobin von der äußeren Membran entfernt wurde und deshalb die in situ-Stra-
tegie die höhere Effizienz zeigte. Allerdings führten beide Methoden zum Einschluss
von Enzymen in das Lumen der Vesikel, wodurch die Konstruktion von reversibel
schaltbaren Nanoreaktoren möglich war. Freisetzungsexperimente offenbarten, dass
die Enzyme ohne einen externen Druck die Vesikel nicht wieder verlassen, obwohl
sie vorher während der post-Verkapselung durch die Membran diffundiert waren.
Weitere detaillierte Untersuchungen mittels AF4 unter der Verwendung von Licht-
streu-Detektoren sollten der Frage nachgehen, welchen Einfluss die Beladung auf
Form und Eigenschaften der Polymersome haben kann. Im Falle der in situ-Beladung
mit Myoglobin werden die Vesikel kaum verändert. Die ν-Parameter aus Konforma-
tionsdiagrammen von Rg und Rh sowie der ρ-Faktor und die scheinbare Dichte blei-
ben konstant.
Die post-Verkapselung von Myoglobin zeigt eine leichte Veränderung der Struktur-
parameter. Diese ist jedoch für das größere Enzym Esterase wesentlich stärker aus-
geprägt. Die Verkleinerung der scheinbaren Dichte und die leichte Vergrößerung von
Rg und Rh lassen eine Adsorption der Enzyme auf der Membranoberfläche und somit
eine Erhöhung der Rauigkeit dieser Oberfläche vermuten. Ganz besonders stark sind
die Unterschiede bei dem Einschluss von Esterase nach der in situ-Methode. Hier
wird das Enzym während der Assemblierung in die Membranen eingebaut und stört
so ihre normale Struktur erheblich. Dies äußert sich in einer starken Absenkung der
scheinbaren Dichte und einer deutlichen Erhöhung der Skaling-Parameter von Rg
und Rh.
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Die Übertragung der amphiphilen Grundbausteine der Liposome in dieWelt der Poly-
mere führte zu Blockcopolymeren (BCPs), welche sogenannte Polymersome bilden
können. Die synthetische Herkunft der BCPs ermöglicht es, eine Vielzahl von ver-
schiedenen chemischen Funktionalitäten einzubringen. Anwendungen von Polymer-
somen werden vor allem als Wirkstoﬀträgersystem oder im Bereich der synthetischen
Biologie als Nanoreaktoren oder künstliche Zellorganellen ausgemacht. In vielen Fäl-
len wird dabei eine Schaltbarkeit oder Responsivität der Vesikel gegenüber äußerer
Stimuli benötigt. Als nächste Stufe der Komplexizität können die responsiven, »smar-
ten« Polymersome innerhalb ihrer Membran quervernetzt werden, wodurch es mög-
lich wird, den Durchmesser und die Membranpermeabilität der Vesikel reversibel
hin- und herzuschalten.
Diese Arbeit baut dabei auf pH-responsiven Polymersomen auf, welche durch pho-
tochemische Reaktionen vernetzt werden. Die verwendeten BCPs beruhen dabei
auf den Arbeiten von Gaitzsch.[135] Als hydrophiler Block wird Poly(ethylenglycol)
(PEG) eingesetzt, während der hydrophobe Block aus Diethylaminoethylmethacrylat
(DEAEMA) als pH-responsiver Komponente und Dimethylmaleinimidobutylmeth-
acrylat (DMIBMA) als Photo-Vernetzer besteht (siehe Abb. 7.1).
Abb. 7.1: Chemische Struktur des Standard-BCPs und schematische Darstellung der
daraus assemblierten, reversibel quellbaren Polymersome.
Dabei soll zunächst der Frage nachgegangen werden, an welchem pH Wert genau
der Übergang von kollabierten zu gequollenen Vesikeln erfolgt und wie sich dieser
»kritischer pH« (pH∗) verändern und einstellen lässt. Neben der Herstellung von
maßgeschneiderten Polymersomen ist aber auch die detaillierte Charakterisierung
ihrer Membraneigenschaften unabdingbar, wofür die Titration mit Fluoreszenz-Son-
den eingesetzt wurde. Darüber hinaus wurden Enzyme in die Vesikel eingekapselt
wobei die neuartige Methode der post-Verkapselung untersucht wurde.
172
Anpassung des pH-responsiven Schaltverhaltens
Ausgehend vom etablierten Standard-BCP (PEG45-b-P(DEAEMA70-s-DMIBMA20),
Abb. 7.1) wurden zwei Polymer-Serien synthetisiert. Einerseits wurde das pH-re-
sponsive DEAEMA teilweise durch n-Butylmethacrylat (nBMA) und andererseits
durch Dimethylaminoethylmethacrylat (DMAEMA) ersetzt. Die Polymerisationen
liefen mit hohem Umsätzen und guter Kontrolle ab.
Aus diesen BCPs konnten Polymersome mit Größen im Bereich von ca. 100 nm
Durchmesser assembliert und mittels DLS und CryoTEM eingehend charakterisiert
werden. Mit den neuen Polymeren konnte pH  , an welchem das Polymersom vom
kollabierten in den gequollenen Zustand wechselt, verändert und systematisch ein-
gestellt werden. Ein hydrophoberes Polymer (mehr nBMA) verschiebt dabei den pH 
in Richtung saurerer Bedingungen, wohingegen ein erhöhter DMAEMA-Gehalt zu
einer Verschiebung in Richtung basischerer pH-Werte führt (siehe Abb. 7.2). Dabei
zeigt der pH  in akzeptabler Näherung eine lineare Abhängigkeit von der BCP-Zu-
sammensetzung.
Abb. 7.2: Feineinstellung des kritischen pHs (pH  ) mittels partieller Substitution des
responsiven Monomers DEAEMA durch nBMA oder DMAEMA.
Aus ZP-Messungen zeigte sich, dass Vesikelmembranen mit mehr nBMA und
dementsprechend weniger tertiären Aminogruppen erst bei tieferen pH Werten als
Standard-Vesikel voll protoniert werden. Die Verschiebung von pH  wird also durch
die Verringerung der Aminogruppen und gleichzeitig durch die Verstärkung von
hydrophoben Wechselwirkungen in der Membran ausgelöst. Nur durch Verände-
rung der BCP-Zusammensetzung kann der Schalt-pH ausgehend vom Standard-BCP
(pH  6,6) bis auf 5,5 abgesenkt beziehungsweise bis auf 6,8 erhöht werden.
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Charakterisierung durch Fluoreszenz-Sonden
Da viele der etablierten Methoden zur Charakterisierung von Polymersom-Membra-
nen nicht mit Vesikeln im Nanometerbereich durchgeführt werden können oder die
Abscheidung der Probe auf einer Oberfläche voraussetzen, wurde in dieser Arbeit
stattdessen die Fluoreszenz-Sonde 8-Anilinonaphthalin-1-sulfonsäure (ANS) dazu
eingesetzt. ANS weist dabei in hydrophober Umgebung eine Blauverschiebung des
Fluoreszenzmaximums (λmax) auf. Somit lässt sich anhand von λmax auf die Polarität
der unmittelbaren Umgebung des Fluoreszenz-Sonde schließen.
Lösungen von Polymersomen in Wasser und Acetat-Puffer sowie Salzlösungen und
Tris-Puffer wurden mit ANS titriert. Die Kapazität der Vesikel ist dabei sehr gering,
sodass das ANS hauptsächlich frei in der Lösung angereichert wird. Im Bereich nied-
riger und mittlerer ANS-Konzentrationen treten allerdings deutliche Unterschiede
bei den Titrationskurven zutage, welche auf Interaktionen zwischen Polymersomen
und Sonden-Molekülen zurückgeführt werden konnten.
Für die Verdünnung der Vesikel mit Wasser lassen sich die tiefsten Werte für λmax
erreichen. In diesem Falle steigt die Fluoreszenzwellenlänge im Laufe der Titration
zunächst nur geringfügig an, bis alle Aminogruppen in der Membran durch die Sul-
fonsäurefunktion des ANS protoniert sind und die Membran dabei die maximal mög-
liche Menge an ANS aufgenommen hat. Danach wird nur noch freies ANS in der
Lösung angereichert (siehe Abb. 7.3).
Dabei lassen sich Polymersome aus BCPs verschiedener Zusammensetzung hin-
sichtlich ihrer Kapazitäten für ANS vergleichen. Hydrophobere Polymere, welche
weniger Aminogruppen und dafür mehr n-Butylgruppen enthalten, können weniger
ANS aufnehmen. Dies stimmtmit Ergebnissen aus der Literatur überein, die besagen,
dass ANS vorwiegend mit Aminogruppen Ionenpaare bildet.[174]
Für Polymersome in Acetat-Puffer, in dem die Vesikel in gequollenen Zustand vor-
liegen, kommt es zu unerwarteten Kurvenverläufen, welche ein lokales Maximum
und Minimum beinhalten. Zur Erklärung des Rückgangs von λmax zwischen den bei-
den Extrempunkten wurde eine Umlagerung oder Reorganisation der Membran pos-
tuliert. Ab einer kritischen ANS-Konzentration innerhalb der Membran ist die Auf-
nahme weiterer ANS-Moleküle vermutlich mit einer partiellen Abgabe von Wasser
aus der gequollenen Membran verbunden, wodurch die Umgebung des ANS hydro-
phober wird (siehe Abb. 7.3).
Die These der Membran-Reorganisation wurde durch dynamische Lichtstreuung
(DLS) überprüft, wobei während der Titration mit ANS ein Minimum der Polymer-
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Abb. 7.3: Fluoreszenz-Titration von Polymersomen in Acetat-Puﬀer bzw. Wasser mit
ANS sowie schematische Darstellung der postulierten Prozesse.
somdurchmesser auftrat. Die beiden Minima aus Fluoreszenz- und DLS-Titration be-
ﬁnden sich bei ähnlichen ANS-Konzentrationen. Jedoch kommt es bei der DLS-Ti-
tration zu starken Agglomerationseﬀekten, sodass es weiterer Optimierungen der
Methode bedarf, um den kausalen Zusammenhang beider Minima und damit die
Reorganisation sicher und reproduzierbar zu belegen.
Verkapselung und Freisetzung von Myoglobin
Weiterhin wurde die Aufnahme von Enzymen in die Polymersome untersucht. Dabei
wurde einerseits die etablierte in situ-Verkapselung eingesetzt, bei welcher die Ve-
sikel in Gegenwart der Cargo-Moleküle assembliert werden und diese so statistisch
einkapseln. Andererseits wurde die post-Verkapselung angewendet, bei der die En-
zyme bei sauren pH und somit gequollenen Vesikeln durch die Vesikelmembran ins
Innere der Polymersome diﬀundieren.
Experimente mit Modellsubstanzen zeigten zunächst, dass die post-Strategie zu
einer eﬃzienteren Beladung führt, die in situ-Methode aber eine größere Selektivität
gegenüber dem Lumen der Vesikel besitzt. Bei der post-Verkapselung wird viel Cargo
außen an der Membran adsorbiert und von dort aus auch schnell wieder freigesetzt.
Beladungsversuche mit Myoglobin konnten diese Voruntersuchungen bestätigen.
Allerdings wurde hier die Aufreingung verstärkt, sodass bei der post-Methode mehr
Myoglobin von der äußeren Membran entfernt wurde und deshalb die in situ-Stra-
tegie die höhere Eﬃzienz zeigte. Allerdings führten beide Methoden zum Einschluss
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von Enzymen in das Lumen der Vesikel, wodurch die Konstruktion von reversibel
schaltbaren Nanoreaktoren möglich war. Freisetzungsexperimente offenbarten, dass
die Enzyme ohne einen externen Druck die Vesikel nicht wieder verlassen, obwohl
sie vorher während der post-Verkapselung durch die Membran diffundiert waren.
Weitere Untersuchungen mittels asymmetrischer Fluss-Feldflussfraktionierung un-
ter der Verwendung von Lichtstreu-Detektoren sollten der Frage nachgehen, welchen
Einfluss die Beladung auf Form und Eigenschaften der Polymersome haben kann.
Im Falle der in situ-Beladung mit Myoglobin werden die Vesikel kaum verändert. Bei
der post-Verkapselung von Myoglobin zeigte sich eine leichte Veränderung der Struk-
turparameter, welche auch für das größere Enzym Esterase in wesentlich stärkerer
Ausprägung beobachtet werden konnte. Die Verkleinerung der scheinbaren Dichte
und die leichte Vergrößerung von Rg und Rh lassen eine Adsorption der Enzyme auf
der Membranoberfläche und somit eine Erhöhung der Rauigkeit dieser Oberfläche
vermuten. Ganz besonders stark treten diese Unterschiede bei dem Einschluss von
Esterase nach der in situ-Methode auf. Hier wird das Enzym während der Assemb-
lierung in die Membranen eingebaut und stört so ihre normale Struktur erheblich.
Ausblick
Die hier vorgestellten Arbeiten haben die Kenntnisse über die Permeabilität und Re-
sponsivität der Polymersommembranen in vielerlei Hinsicht vertieft. Die Einstellbar-
keit von pH  kann unter anderem für maßgeschneiderte Wirkstoffträgersysteme aus-
genutzt werden, da der pH-Wert, an welchem die Freisetzung ausgelöst wird, nun
mit großer Präzision eingestellt werden kann.
Die Interaktionen zwischen der Fluoreszenz-Sonde ANS und den Polymersomen
stellen ein neuartiges Phänomen dar. Zunächst wird die Frage aufgeworfen, ob solche
Effekte auch mit anderen sulfonierten Molekülen auftreten. Dies könnte von prakti-
scher Relevanz sein, da viele Wirkstoffe für »drug delivery«-Anwendungen über Sul-
fonsäuren zur Erhöhung ihrer Wasserlöslichkeit verfügen.
Weiterhin zeigen die ANS-Titrationen unter sauren Bedingungen, dass die gequol-
lenen Membranen mit verschiedenen Salzen wechselwirken, wobei es zu Austausch-
und Verdrängungsprozessen kommt. Auf diese Weise könnten verschiedene Anion-
en gezielt in die Membran eingebracht werden, welche dann unter definierten Be-
dingungen, zum Beispiel bei hoher Ionenstärke, wieder verdrängt und somit an die
äußere Umgebung abgegeben werden.
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Die Experimente mit den PEI-Enzymmodellen sowie den echten Enzymen Myoglo-
bin und Esterase zeigen, dass der Einschluss von Cargo in das Lumen der Polymer-
some ein komplexer Prozess ist, bei dem starke Interaktionen mit den Oberflächen
der Polymersome auftreten. Der Einbau des größeren Enzyms Esterase in die Mem-
branen könnte zum Beispiel auf andere Moleküle wie Tunnelproteine übertragen
werden. Auf diesem Weg könnte es möglich sein, ein Polymersom zu erzeugen, das
durch die Tunnelproteine zu jeder Zeit für sehr kleine Moleküle permeabel ist, aber
zusätzlich noch durch den pH geschaltet werden kann, um auch größere Moleküle
aufzunehmen oder abzugeben.
In dieser Arbeit konnte erstmals eine post-Verkapselung von Myoglobin zur
Konstruktion von reversibel schaltbaren Nanoreaktoren durchgeführt werden. Die
post-Verkapselung besitzt den großen Vorteil, dass die Assemblierung und UV-Ver-
netzung der Vesikel von ihrer Beladung getrennt wird. Dadurch sollte es nun möglich
werden, auch hochgradig UV-empfindliche Moleküle einzukapseln. Insbesondere die
Tatsache, dass das post-verkapselte Myoglobin die Vesikel bei saurem pH nicht wieder
verlässt, könnte für Anwendungen in der synthetischen Biologie ausgenutzt werden.
Beispielsweise ließen sich so womöglich Nanoreaktoren realisieren, welche nicht nur
durch den pH reversibel an- oder abgeschaltet werden können, sondern sich auf-
grund ihrer Größe auch sehr leicht von den erzeugten Produkten abtrennen lassen,
ohne dass das Produkt mit den verwendeten Enzymen kontaminiert wird.
Weiterhin ist es nun denkbar die in situ- und die post-Strategie zu kombinieren,
sodass ein Enzym im Inneren der Polymersome und eines auf ihrer Oberfläche im-
mobilisiert wird. Dadurch könnten auch zwei untereinander inkompatible Enzyme
verwendet werden. So sollte es unter anderem ermöglicht werden, ein Peptid-abbau-
endes Enzym wie Proteinase K in Kombination mit anderen, dagegen empfindlichen
Enzymen einzusetzen.
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Experimenteller Teil
It is a capital mistake to theorize before one has data. Insensibly one begins
to twist facts to suit theories, instead of theories to suit facts.
Sherlock Holmes[188]
8 Material und Methoden
8.1 Material
Verwendete Chemikalien und Lösungsmittel wurden ohne weitere Aufreinigung ein-
gesetzt und sind in Tabelle 8.1 aufgeführt. Für Dialysen wurden Membranen aus
regenerierter Cellulose der ZelluTrans-Serie (Carl Roth) benutzt.
Die für Verkapselungsversuche eingesetzten hochverzweigten Polymere wurden
von Christiane Effenberg und Robin Zinke zur Verfügung gestellt. Es handelt sich
dabei um Poly(ethylenimin) (PEI) mit einer Schale aus Maltose. Weiterhin sind diese
Glycopolymere mit Rhodamin B markiert. Wesentliche Eigenschaften sind in Tabel-
le A.2 und Abb. A.16 im Anhang zusammengestellt.
Tab. 8.1: Verwendete Chemikalien mit Hersteller und Reinheitsangaben.
Substanz Hersteller Qualität
Acetat-Puffer Riedel-de Haën pH 4,65
Aceton VWR 99%, techn.
Acetonitril Merck zur Analyse
Aluminiumoxid SigmaAldrich aktiviert, neutral
4-Amino-1-butanol Acros 98%
8-Anilinonaphthalin-1-
sulfonsäure (ANS)
Aldrich 97%
2,2’-Bipyridin (bipy) SigmaAldrich 99%
2-Bromoisobutyrylbromid (BiBB) Aldrich 98%
n-Butylmethacrylat (nBMA) Aldrich 99%
Chloroform Acros 99%
Dichlormethan (DCM), trocken Acros 99%
Diethylaminoethyl-
methacrylat (DEAEMA)
Aldrich 99%
Dimethylaminoethyl-
methacrylat (DMAEMA)
Aldrich 99%
Dimethylformamid (DMF) SigmaAldrich 99% biotech grade
2,3-
Dimethylmaleinsäureanhydrid
Aldrich 98%
Dimethylsulfoxid (DMSO) SigmaAldrich 99,9%
Esterase SigmaAldrich from porcine liver
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Substanz Hersteller Qualität
Ethanol (EtOH) VWR vergällt mit 1% MEK
Ethylacetat Fisher Scientific 99,98%
N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) Merck for synthesis
Guaiacol SigmaAldrich -
n-Hexan Merck 99,5%
Kupfer(I)bromid Aldrich 98%
Methacrylsäurechlorid Aldrich 97%
Methanol Merck for analysis
Methylethylketon (MEK) Merck 99,5%
Myoglobin SigmaAldrich from equine skeletal muscle
Natriumchlorid SigmaAldrich puriss
Natriumhydroxid SigmaAldrich p.a.
Natriumsulfat SigmaAldrich 99%, anhydrous
Phosphat-gepufferte
Salzlösung (PBS)
SigmaAldrich Tabletten
Poly(ethylenglycol)methylether Aldrich Mn  2000g=mol
Salzsäure Merck rauchend
Tetrahydrofuran (THF) Acros 99,99%
Tetrahydrofuran (THF), trocken Acros 99,5%
Toluol Acros for analysis
Triethylamin SigmaAldrich puriss
Tris(hydroxymethyl)aminometh-
an (Tris)
SigmaAldrich -
Wasserstoffperoxid (H2O2) VWR 30%
8.2 Methoden
Als Methoden zur Charakterisierung der hergestellten Polymere und Polymersome
kamen unter anderem NMR-Spektroskopie, dynamische Lichtstreuung (DLS) be-
ziehungsweise ZP-Messungen und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zum
Einsatz. Zur Aufreinigung von Vesikeln wurde vor allem Hohlfaser-Filtration (HFF)
eingesetzt.
AF4: Analysen mittels Asymmetrischer Fluss-Feldflussfraktionierung (AF4) wur-
den an einem Eclipse Dualtec System (Wyatt) durchgeführt, welches mit einer Agi-
lent 1260 Punpe betrieben wurde. Der Trennkanal war 490 l hoch, 26,5 cm lang,
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zwischen 2,1 und 0,6 cm breit und verfügte über eine Membran aus regenerierter
Cellulose mit einem Molecular Weight Cut Off (MWCO) von 10 kDa. Die Experi-
mente wurde bei 25  C in PBS-Puffer entwerder bei pH 5 oder 7,4 durchgefürt. Das
verwendete Flussprofil ist in Abbildung 8.1 dargestellt. Als Detektoren kamen ein
statischer Multiwinkel-Lichtstreudetektor vom Typ Dawn Heleos-II (Wyatt), ein Bre-
chungsindexdetektor Optilab T-rEX (Wyatt), ein Absorptionsdetektor mit einstellba-
rer Wellenlänge (Agilent Serie 1260) und ein dynamischer Lichtstreudetektor vom
Typ DynaPro Nanostar (ebenfalls Wyatt) zu Einsatz. Alle Injektionen wurde mit-
tels eines Autosamplers (Agilent 1260 Serie) durchgeführt. Zur Datenaufnahme und
Auswertung wurde die Software Astra 6.1.2.84 (Wyatt) verwendet.
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Abb. 8.1: Grafische Darstellung der verwendeten AF4-Separationsmethode mit kon-
stantem Elutionsfluss von 1ml/min und probenabhängigen Querflüssen
von 2ml/min bzw. 5ml/min)zur Auftrennung von Polymersomen und Es-
terase bzw. Myoglobin.
CryoTEM: Für TEM wurden Kupfernetzchen das Typs »Lacey« verwendet, die vor
Gebrauch 90 s bei circa 65mW imOzon-Plasma vorbehandelt wurden. Pro Seite wur-
den 2,5 l Probenlösung aufgetragen, geblottet und mittels eines Cryoplungers (Lei-
ca Microsystems) in flüssigen Ethan eingefroren. Als Probenhalter wurde ein Gatan
626 eingesetzt. Die Aufnahmen erfolgten dann bei 120 kV mittels eines Libra 120
Elektronenmikroskops (Carl Zeiss).
DLS und ZP: Für Untersuchungen mittels DLS wurde einerseits ein DynaPro Na-
nostar (Wyatt) eingesetzt, welcher mit einem He-Ne-Laser (120mW,  = 658 nm)
im Winkel von 90 ° ausgestattet ist. Für Titrationsexperimente und Bestimmung des
Zeta-Potential (ZP) wurde andererseits ein nano-Series Zetasizer (Malvern Instru-
ments) verwendet, der mit einem automatischen Titrator ausgestattet ist. Für pH-
Titrationen wurde 0,1M Salzsäure verwendet.
Flash-Chromatograe: Zur Flash-Chromatografie wurde ein CombiFlash Compa-
nion von Teledyne ISCO mit vorgefertigten rediSep-Säulen der Größe 120 g verwen-
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det. Dabei wurden nur 6 bis 10 g Probe pro Trennung aufgearbeitet. Die Detektion
erfolgte mit Hilfe des integrierten UV-Detektors bei einer Wellenlänge von 254nm.
Fluoreszenzspektroskopie: Für die Aufnahme von Fluoreszenzspektren wurde
ein Gerät des Typs Fluorolog 3 (Horiba JobinYvon) eingesetzt. Die Messungen wurde
bei Raumtemperatur in verschlossenen Quarzküvetten (Hellma) bei einer Probendi-
cke von 1 cm in rechtwinkliger Messanordnung durchgeführt. Die Integrationszeit
betrug 0,2 s.
Gefriertrocknung: Die Proben wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die
Gefriertrocknungen wurden dann über Nacht mit einem Gerät vom Typ Christ Al-
pha LD-2 plus durchgeführt.
GPC: Für Gelpermeationschromatographie wurde Tetrahydrofuran (THF) als Lö-
sungsmittel eingesetzt. Das Messsystem bestand aus einer Pumpe der 1200 er Serie
(Agilent) mit einer Flussrate von 1ml/min, einer Trennsäule vom Typ Mixed-C (Po-
lymer Laboratories) sowie einem MiniDAWN-Lichtstreudetektor (Wyatt).
HFF: Zur Durchführung von HFF-Aufreinigungen wird ein Gerät vom Typ Kros-
Flo-Research-IIi (SpectrumLabs) mit Filtrationsmodulen aus modifiziertem Poly-
ethersulfon und einemMWCO von 300 oder 500 kDa verwendet. Die Flußrate beträgt
in allen Fällen 15ml/min.
NMR: 1H-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance III 500 Spektrometer
in CDCl3 oder DMSO-d6 aufgenommen. Dabei dienten die Lösungsmittelsignale als
Referenz.
pH-Wert-Messungen: Einzelmessungen des pH-Wertes wurden mit einem VWR
pH110 pH-Meter durchgeführt, welches regelmäßig gegen pH-Standards (pH 4 und
pH 7) kalibriert wurde.
UV-Bestrahlung: Zur Bestrahlung mit UV-Licht wurde eine speziell angefertigte
UV-Kammer verwendet, die an eine Hochdruck-Quecksilberlampe vom Typ Omni-
Cure S2000 (Excelitas Technologies) angeschlossen ist. Die Experimente wurden bei
einer Lichtintensität von circa 40W/cm2 ausgeführt.
UV/Vis-Spektroskopie: Absorptionsmessungen wurden mit einem Specord 210
plus Spektrometer (Analytik Jena) bei einer Spaltbreite von 1nm und einer Messge-
schwindigkeit von 20nm/s durchgeführt.
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9.1 Synthese von Monomeren und niedermolekularen
Verbindungen
Synthese von DMIBMA
Die Synthese von Dimethylmaleinimidobutylmethacrylat (DMIBMA) erfolgte wie
von Kluge beschrieben.[189]
Stufe 1 - 2,3-Dimethylmaleinimidobutanol
O OO
HO
NH2
N OO
HO
+
Toluol
In einen Kolben werden 9 g Dimethylmaleinsäureanhydrid (1 eq , 71,4mM) vor-
gelegt und in 200ml Toluol gelöst. Nach Zugabe von 6,58ml 4-Aminobutanol (1 eq ,
71,4mmol, 6,37 g) wird einWasserabscheider aufgesetzt und die Reaktionsmischung
für 2 h unter Reflux erhitzt. Das Lösungsmittel wird amRotationsverdampfer entfernt
und das Produkt mittels Säulenchromatographie aufgereinigt. Dabei wird als Eluent
eine 2:1-Mischung aus Hexan und Ethylacetat verwendet. Nach Trocknen im Vakuum
verbleiben 11,369 g (Ausbeute: 81%).
1H-NMR (CDCl3) δ (ppm):
1,48 (m, 2 H); 1,59 (m, 2 H); 1,99 (s, 6 H); 3,45 (t, 2 H); 3,57 (t, 2 H).
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Stufe 2 - DMIBMA
N OO
HO
Cl
O
N OO
O
O
THF, Et3N
VomProdukt der ersten Stufe 2,3-Dimethylmaleinimidobutanol werden 11 g (1 eq ,
55,8mmol) in einen Kolben eingewogen, unter Vakuum zusätzlich getrocknet und
anschließend eine Argon=Ätmosphäre angelegt. Nach Lösen der Substanz in 120ml
trockenem THF wird die Reaktionsmischung im Eisbad abgekühlt. 8,10ml Metha-
crylsäurechlorid (1,5 eq , 83,7mmol, 8,749 g) werden in circa 16ml trockenem THF
gelöst und zur ersten Lösung langsam hinzu getropft. Nach Zugabe von 12,37ml
Triethylamin (1,6 eq , 89,2mmol, 9,027 g) wird 15min gerührt, das Eisbad entfernt,
die Reaktionslösung auf 40  C erwärmt und für 2 h bei dieser Temperatur gerührt.
Zur Aufarbeitung wird die Mischung auf Eiswasser gegeben und dieses dann mehr-
fach mit Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen werden über
Na2SO4 getrocknet und über Aluminiumoxid filtriert. Nach Entfernen des Lösungs-
mittels am Rotationsverdampfer wird die Mischung an Silica adsorbiert und mittels
Flash-Chromatographie aufgereinigt. Dabei wird ein Lösungsmittelgemisch aus Hex-
an und Ethylacetat (6:1) verwendet, welchem 0,2Vol% Triethylamin zugesetzt wer-
den. Vom Produkt Dimethylmaleinimidobutylmethacrylat werden 10,582 g erhalten
(Ausbeute: 72%).
1H-NMR (CDCl3)  (ppm):
1,66 (m, 4 H); 1,92 (m, 3 H); 1,94 (s, 6 H); 3,51 (m, 2 H); 4,14 (m, 2 H); 5,53 (m,
1 H); 6,07 (m, 1 H).
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9.2 Polymersynthese und -funktionalisierung
Synthese der Makroinitiatoren
Methoxy-PEG-Makroinitiator
O
OH
45
O
O
O
45
Br
Br
O
Br
THF, Et3N
84%
2 g Poly(ethylenglycol)methylether (1 eq , 1mmol) werden eingewogen und 1h
im Vakuum getrocknet, unter Argon-Atmosphäre gebracht und in 20ml trockenem
THF und 0,28ml Triethylamin (2 eq , 2mmol) gelöst. In einem zweiten trocknen Kol-
ben werden 5ml trockenes THF vorgelegt und dann 0,25ml 2-Bromoisobutyrylbro-
mid (BiBB) (2 eq , 2mmol) hinzugegeben. Diese Lösung wird langsam in den ersten
Kolben getropft, wobei dieser im Eisbad auf 0  C gekühlt wird. Danach wird die Re-
aktionslösung bei Raumtemperatur zwei Tage lang gerührt, danach zur Entfernung
des Triethylaminhydrobromids gefiltert und anschließend über Nacht gegen destil-
liertes Wasser dialysiert (MWCO 1kDa). Nach Gefriertrocknen verbleiben 1,798 g
(Ausbeute: 84%).
1H-NMR (CDCl3)  (ppm):
1,94 (s, 6 H); 3,37 (s, 3 H); 3,64 (s, 178 H); 4,32 (t, 2 H).
Polymerisation
Die Polymersynthese mittels Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) erfolgte
nach dem Vorbild von Gaitzsch, [156] wobei kleinere Modifikationen der Vorgehens-
weise vorgenommen wurden.
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O
O
O
O
R
Br
O
O
O
O
O
N
N OO
45 n1 n2 n3
R1 :   n-Butyl 
R2 :
N
O
O
O
45
Br CuBr, bipy, MEK, 50°C
DEAEMA, DMIBMA, nBMA,  DMAEMA
Für einen typischen Ansatz wurden zunächst 107mg PEG-Makroinitiator
(0,05mmol, 1,07 eq ) und 14,6mg 2,2’-Bipyridin (bipy) (0,093mmol, 2 eq ) in
einem Schlenkkolben vorgelegt. Nun werden die Monomere Diethylaminoethyl-
methacrylat (DEAEMA) (604mg, 3,26mmol, 70 eq ) und DMIBMA (247mg,
0,93mmol, 20 eq ) hinzugegeben. Die Substanzen werden in 1,5ml Methylethyl-
keton (MEK) gelöst und die Reaktionsmischung vollständig in flüssigem Stickstoff
eingefroren. Nun werden 6,7mg Kupfer(I)bromid (0,047mmol, 1 eq ) hinzugege-
ben und die Lösung mittels 4 »Gefrierzyklen« (freeze-pump-thaw-cycles) entgast
und unter Argon-Atmosphäre bei 50 °C über Nacht gerührt. Zum Abbruch der Po-
lymerisation wird der Kolben geöffnet und die Mischung mit THF verdünnt. Nach
der Farbänderung von dunkelrot zu grün wird die Lösung über neutralem, akti-
vierten Aluminiumoxid filtriert. Nun wird die Reaktionsmischung für 3 Tage gegen
technisches Aceton dialysiert (MWCO = 2kDa), wobei zweimal täglich das Ace-
ton ausgetauscht wird. Das Produkt wird durch Entfernen des Lösungsmittels am
Rotationsverdampfer und durch Trocknen im Vakuum isoliert.
Für die Synthese von Blockcopolymeren mit anderer Zusammensetzung wurde der
Anteil von DEAEMA verringert (70 eq - X) und die entsprechenden Äquivalente (X
eq.) des weiteren Monomers, entweder n-Butylmethacrylat (nBMA) oder Dimethyl-
aminoethylmethacrylat (DMAEMA) zeitgleich mit den anderen Monomeren zusätz-
lich zur Polymerisationsmischung zugegeben. Für die Synthese eines Polymers ohne
Quervernetzer wurden 90 eq DEAEMA benutzt.
Für die Synthese von Azid-funktionalisierten Blockcopolymeren wurde der ent-
sprechende Azid-PEG-Makroinitiator (141,3mg, 0,05mmol, 1,07 eq ) verwendet und
ansonsten analog zum »Standard«-Protokoll verfahren.
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Bezüglich der Angabe von 1H-NMR-Daten und deren Zuordnung sei an dieser Stel-
le auf Abbildung 4.4 auf Seite 82 verwiesen.
9.3 Standard-Assemblierung und UV-Vernetzung
Die betreffenden Blockcopolymere (BCPs) werden bei einer Konzentration von
1mg/ml in 10mM Salzsäure, das heißt bei pH 2 gelöst und anschließend mittels
Spritzenfilter (0,2µm, Nylon) filtriert. Bei der Assemblierung von Mehrkomponen-
ten-Polymersomen werden nun die einzelnen BCP-Lösungen im gewünschten Ver-
hältnis gemischt. Zum Start der Assemblierung wird der pH-Wert durch die Zugabe
von Natronlauge auf pH 8 bis 9 eingestellt und die Lösung 3 bis 4 Tage bei Raum-
temperatur im Dunklen gerührt.
Anschließend wird die Polymersom-Lösung wieder mittels Spritzenfilter filtirert
(0,8µm, Cellulosemischester). In einigen Fällen von besonders trüben Polymersom-
Lösungen wurde auch Filter aus Polyethersulfon mit einer Porengröße von 5,0µm
eingesetzt. Die Lösung wurde nach der Filtration in kleinen Aliquoten (2 bis 3ml)
für 90 s UV-vernetzt.
9.4 Verkapselung von PEI
in situ-Verkapselung
Zur in situ-Verkapselung von funktionalisierten PEI (PEI-Mal-RhoB) wurden 1mg PEI
pro ml der BCP-Lösung zugegeben und der pH anschließend auf 8 bis 9 eingestellt,
wodurch die Assemblierung der Polymersome beginnt. Die Lösung wird 4Tage im
Dunkeln gerührt.
Anschließend wird die Polymersom-Lösung wieder mittels Spritzenfilter filtirert
(0,8µm, Cellulosemischester). Die Lösung wurde nach der Filtration in kleinen Ali-
quoten (2 bis 3ml) für 90 s UV-vernetzt. Schliesslich erfolgt die Abtrennung des nicht
eingeschlossenen PEIs durch HFF.
post-Verkapselung
Zur post-Verkapselung werden Vesikel nach der Standard-Methode (siehe Abs. 9.3)
assembliert und vernetzt. Danach werden 1mg funktionalisiertes PEI (PEI-Mal-
RhoB) pro ml der Vesikellösung zugegeben und der pH Wert anschließend durch
Zugabe von Salzsäure auf 5 eingestellt.
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Die Lösung wird über Nacht gerührt, woraufhin der pH durch Zugabe von Natron-
lauge wieder auf 8 eingestellt wird. Schlussendlich erfolgt die Aufreinigung mittels
HFF.
9.5 Verkapselung von Myoglobin und Esterase
Myoglobin-Verkapselung für Aufreinigung mittels HFF
in situ-Verkapselung
Zur in situ-Verkapselung des Myoglobins wurde ein Protokoll von Gräfe in leicht
abgewandelter Form verwendet.[57] Das BCP wird bei einer Konzentration von
1,25mg/ml in verdünnter Salzsäure (10mM, pH=2) gelöst. Der pH wird auf 3
angehoben und dann 20Vol% Myoglobin-Lösung der Konzentration 1mg/ml zuge-
geben, sodass schlißlich eine BCP-Konzentration von 1mg/ml und eine Myoglobin-
Konzentration von 0,2mg/ml vorligen. Mit dieser Lösung wird eine Polymersom-
Assemblierung und Quervernetzung analog der Standard-Methode (siehe Abs. 9.3)
durchgeführt.
post-Verkapselung
Zur post-Verkapselung wird eine Myoglobin-Stammlösung von 3,4mg/ml in PBS-
Puffer hergestellt. Eine entsprechende Menge dieser Lösung wird zu den querver-
netzten Polymersomen hinzugegegeben, sodass eine Myoglobin-Konzentration von
0,2mg/ml erzielt wird. Dabei werden die Vesikel nur sehr wenig auf 0,94mg/ml
verdünnt.
Der pH wird nun durch HCl auf 5 eingestellt und die Lösung über Nacht rühren
gelassen. Durch NaOH wird der pH nun wieder auf 8 eingestellt und die Lösung
durch HFF aufgereinigt.
Vekapselung von Myoglobin oder Esterase zur AF4-Analyse
in situ-Verkapselung
Das BCP wird bei 1,2 bis 1,5mg/ml in 10mM Salzsäure gelöst. Diese Lösungen wird
mit Stammlösungen des jeweiligen Enzyms und destilliertem Wasser gemischt, um
die gewünschte Enzymkonzentration und eine BCP-Konzentration von 1mg/ml ein-
zustellen. Danach wird der pH auf 8 bis 9 eingestellt und die Lösung 3Tage rühren
gelassen. Schlussendlich werden die Vesikel für 90 s UV-vernetzt.
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post-Verkapselung
Verschiedene Mengen an Vesikellösung und Enzym-Stammlösung (in 10 fach ver-
dünnten PBS-Puffer bei pH 5) werden mit 0,6ml 5 fach konzentriertem PBS-Puffer
bei pH 5 gemischt und anschließend mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 3ml ge-
bracht. Eine typische Probe beinhaltet zum Beispiel 1,5ml Polymersomlösung (1mg
BCP /ml), 0,3ml Myoglobin-Stammlösung (0,5mg Myoglobin pro ml), 0,6ml 5 x-
PBS-5 und 0,6ml Wasser (bei pH 5). Die Konzentration der Enzym-Stammlösungen
wurden allerdings den Erfodernissen angepasst, um adäquate Zugabevolumina zu
ermöglichen.
Nach dem Vereinigen der Komponenten wird der pH auf 5 eingestellt und über
Nacht gerührt. Schlussendlich wird der pH auf 7,4 eingestellt und die Lösung mittels
AF4 analysiert.
9.6 HFF-Aufreinigungen
Aufreinigung der PEI-Verkapselungen
Zur Abtrennung des nicht eingeschlossenen PEIs werden 7,5ml der Polymersomlö-
sung auf ein Gesamtvolumen von 50ml mit PBS-Puffer, der auf pH 8 eingestellt ist
(PBS-8), verdünnt. Die HFF-Aufreingung wird bei konstantem Volumen von 50ml
durchgeführt, wobei frischer PBS-8 zugegeben werden muss.
Wenn 100ml PBS-8 hinzugegeben wurden, wird die Lösung auf insgesamt 40ml
aufkonzentriert. Nun folgt die weitere Ausführung der HFF bei konstantem Volu-
men durch beständigen Zugabe frischen Puffers. Wenn wiederum 60ml PBS-8 neu
zugegeben wurden, wird die Lösung erneut aufkonzentriert, und zwar auf 30ml
Gesamtvolumen.
Dieses Gesamtvolumen wird wiederum während der Filtration konstant gehalten
bis weitere 40ml an PBS-8 zugegeben wurden. Danach wird das Probenvolumen
nochmals aufkonzentriert bis insgesamt 20ml vorliegen und die HFF wird weiterge-
führt, wobei dieses Volumen durch Zugabe frischen PBS-8 konstant gehalten wird.
Nachdem auf diese Weise 20ml PBS-8 hinzugefügt wurden, folgt eine letzte Aufkon-
zentrierung auf das Endvolumen von 15ml.
In Bezug auf das HFF-Modul wird dabei ein Cut-off von 300 kDa verwendet. Wäh-
rend der kompletten Prozedur wird der Transmembrandruck bei maximal 120mbar
gehalten.
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Aufreinigung der Myoglobin-Verkapselungen
10 bis 15ml der Polmyersomlösungmit freiem und eingeschlossenenMyoglobin wer-
den in ein »Falcon-Tube« überführt und bis zu einem Gesamtvolumen von 50ml mit
PBS-Puffer bei pH 8 (PBS-8) verdünnt. Durch HFF wird das Volumen bis auf 30ml
verringert und anschließend 20ml frischer PBS-8 hinzugegeben.
Die HFF wird bis zu einem Probenvolumen von 20ml fortgesetzt. Danach werden
wieder 20ml neue PBS-8 zugesetzt. Die HFF wird erneut fortgeführt, bis das ur-
sprüngliche Startvolumen der Probe erreicht wird. Nun werden erneut 20ml PBS-8
zugegeben und durch HFF wieder auf das Startvolumen aufkonzentriert. Der letzte
Schritt wird einmal wiederholt, sodass insgesamt 120ml extrahiert wurden.
Für den gesamten Vorgang wird der Transmembrandruck knapp unter 180mbar
gehalten. Das verwendete Modul besitzt einen MWCO von 500 kDa.
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10.1 Titrationen mit ANS
Fluoreszenz-Titration
Für die Titration der Polymersome mit der Fluoreszenzsonde 8-Anilinonaphthalin-
1-sulfonsäure (ANS) wurden die assemblierten und vernetzten Polymersome auf die
gewünschte Konzentration mit dem jeweiligem Puffer beziehungsweise mit MQ-Was-
ser (Millipore®) verdünnt. 2,5ml der Vesikel-Lösung wurden in einer Quarzküvette
vorgelegt und die ANS-Lösung (1mMANS in MQ-Wasser) durch die Verschlusskappe
mittels einer gasdichten Mikroliterspritze zugegeben.
Die Fluoreszenzspektren wurden bei einer festen Anregungswellenlänge von
365nm und einer Anregungsspaltbreite sowie Emissionsspaltbreite von 2,5 bis 3 nm
gemessen. Das Emmisionsspektrum wurde von 380 bis 700 nm bei einer Schrittweite
von 0,4 nm aufgezeichnet und für die Verdünnung der Proben durch die Zugabe der
ANS-Lösung korrigiert. Die Position des Fluoreszenzmaximums λmax wurde durch
den Savitsky-Golay-Filter bestimmt.
DLS-Titration mit ANS
Die assemblierten und vernetzten Polymersome (1ml) werden mit dem jeweiligem
Lösungsmittel (MQ-Wasser, Tris-Puffer oder Acetat-Puffer verschiedener Verdünnun-
gen) auf insgesamt 10ml verdünnt. Als Titrand wird ANS-Lösung mit einer Konzen-
tration von 2,5mM und 5Vol% Ethanol verwendet.
Die Titration findet unter ständigem Rühren im automatischen Titrator des nano-
Series Zetasizers statt, wobei die hinzu zu gebende ANS-Lösung in der Software als
Salzlösung deklariert wird. Die Messsoftware verlangt für logarithmische Abstände
zwischen Messwerten im Modus »Additive Log (Conductivity)« zusätzlich eine zeta-
Potential-Messung. Diese wird mit nur einer Wiederholung und mit einer stark ver-
ringerten Spannung von 5V durchgeführt. So kann Schaden an der Probe und an
der Messzelle aufgrund von Stromfluss zwischen den Elektroden minimiert werden.
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10.2 Freisetzungsversuche
Freisetzung des PEIs
Zur Untersuchung der Freisetzung des PEIs aus den Polymersomen wurden je 2ml
der Vesikellösung in den Dialyseneinsatz eines »Slide-A-lyzers« (ThermoScientific)
gegeben. Die Membran verfügt dabei über eine MWCO von 20 kDa. Das Puffer-Re-
servoir wird mit PBS des gewünschten pHs gefüllt und während der Dialyse täglich
gewechselt.
Zweimal pro Tag wird die Probenlösung aus dem Dialyseneinsatz entnommen und
durch UV/Vis-Spektroskopie untersucht (370 bis 800 nm). Die Lösung wird dann in
den Einsatz zurücktransferiert. Diese Prozedur wird für eine Dauer von insgesamt
5Tagen durchgeführt.
10.3 Bestimmung der Myoglobin-Aktivität
Der Assay zur Bestimmung der Myoglobin-Aktivität wurde mit geringfügigen Ände-
rungen von Gräfe et al. übernommen.[57] Kurzgefasst wurden 300µl der zu unter-
suchenden Lösung in eine Mikroküvette überführt und mit 8µl Wasserstoffperoxid-
lösung (1M in MQ-Wasser) sowie 8µl Guaiacol-Lösung (0,1M in PBS) versetzt. Die
Küvette wird sofort verschlossen, kräftig geschüttelt und in das Absorptionsspektro-
meter eingesetzt.
Alle 12 s wird die Absorption bei 470 nm ermittelt. Dies wird für einen Zeitraum
von 3 bis 6,5min fortgesetzt, jenachdemwieviel Enzymaktivität in der Lösung vorlag.
Dieser Assay wurde in Dreifachbestimmung durchgeführt.
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Weitere Abbildungen, Diagramme und Tabellen
A.1 Charakterisierung mittels der Fluoreszenz-Sonde
ANS
1E-6 1E-5 1E-4
500
520
 Tris-Puffer
 Tris 50%
 Tris 25%
m
ax
 (n
m
)
[ANS] (M)
Abb. A.1: Titration von Polymersomen mit ANS in Tris-Puffer verschiedener
Verdünnungsstufen (Polymersome aus BCP-20, Vesikelkonzentration
0,01mg/ml).
Tab. A.1: pH Werte der mit Salzlösungen verdünnten Polymersome, jeweils vor und
nach der Fluoreszenztitration mit ANS. Die Konzentration der Vesikel be-
trägt 0,01mg/ml und die Salzkonzentration 0,01mol/l.
Salz pH vor Titration pH nach Titration
K3PO4 10,12 10,1
KCl 9,5 3,86
Na2SO4 8,22 4,85
MgCl2 8,4 4,03
NaCl 8,14 4,86
CuSO4 4,83 4,70
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1E-6 1E-5 1E-4
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CuSO4
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m
ax
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[ANS] (M)
Abb. A.2: Titration von Polymersomen mit ANS in Kupfersulfat-Lösungen verschie-
dener Konzentrationen (Polymersome aus BCP-24, Vesikelkonzentration
0,01mg/ml).
1E-6 1E-5 1E-4
460
480
500
520
 0.01M Na2SO4
 0.01M MgCl2
 0.01M KCl 
 0.01M NaCl
Referenz:
 MQ-Wasser
m
ax
 (n
m
)
[ANS] (M)
Abb. A.3: Titration von Polymersomen mit ANS in 0,01molaren Neutralsalz-Lösun-
gen (Polymersome aus BCP-24, Vesikelkonzentration 0,01mg/ml).
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Abb. A.4: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen ( 0,01mg/ml,  0,02mg/ml) der Polymersome
nach Normierung auf die Vesikelkonzentration (Polymersome aus BCP-
32).
1E-05 1E-04 1E-03 1E-02
460
480
500
520 BCP-44
m
ax
 (n
m
)
[ANS]/[Vesikel] (mol/g)
 MQ-Wasser
 Tris-Puffer
 Acetat-Puffer
 Acetat 50%
 Acetat 25%
 Acetat 12.5%
Abb. A.5: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen ( 0,01mg/ml,  0,1mg/ml) der Polymersome
nach Normierung auf die Vesikelkonzentration (Polymersome aus BCP-
44).
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1E-05 1E-04 1E-03 1E-02
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Abb. A.6: Titration von Polymersomen mit ANS: Vergleich unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen ( 0,01mg/ml,  0,02mg/ml) der Polymersome
nach Normierung auf die Vesikelkonzentration (Polymersome aus BCP-
50).
1E-6 1E-5 1E-4
460
480
500
520 MQ-Wasser
m
ax
 (n
m
)
[ANS] (M)
 BCP-24
 BCP-32
 BCP-50
Abb. A.7: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen aus verschiedenen BCPs in
MQ-Wasser (Vesikelkonzentration 0,02mg/ml).
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 BCP-44
Abb. A.8: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen in MQ-Wassser (Vesikel-
konzentration 0,1mg/ml).
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 BCP-24
 BCP-32
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Abb. A.9: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen aus verschiedenen BCPs in
Tris-Puffer für Vesikel der Konzentration 0,01mg/ml) und 0,02mg/ml).
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 BCP-32
 BCP-44
 BCP-50
Abb. A.10: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen aus verschiedenen BCPs
in verdünntem Acetat-Puffer (Vesikelkonzentration 0,01mg/ml).
1E-6 1E-5 1E-4
460
480
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 BCP-24
 BCP-32
 BCP-50
Abb. A.11: Vergleich der ANS-Titration von Polymersomen aus verschiedenen BCPs
in Acetat-Puffer (Vesikelkonzentration 0,02mg/ml).
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Abb. A.12: Entwicklung des pH Werts während der DLS-Titration mit ANS von Poly-
mersomen in Wasser, Acetat-Puffer und Tris-Puffer (BCP-44, Vesikelkon-
zentration 0,1mg/ml).
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Nanostar Zetasizer CryoTEM
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Abb. A.13: DLS-Titration von Polymersomen aus BCP-20 (0,1mg/ml) in Tris-Puffer:
Durchmesser der Polymersome vor (Ref.) und nach der Titration mit ANS
bei [ANS] 4  10  4 [M], gemessen an unterschiedlichen DLS-Instrumen-
ten (Wyatt Nanostar bzw. Malvern Zetasizer) oder durch CryoTEM (A).
Vergleich der gleichen Proben hinsichtlich Polymersomdurchmesser und
Membrandickemittels CryoTEM (B). Repräsentatives TEM-Bild der ANS-
Probe (C).
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Abb. A.14: DLS-Titrationen mit ANS von Polymersomen aus den Polymeren BCP-
20 und BCP-24 in MQ-Wasser und Acetat-Puffer unterschiedlicher Ver-
dünnung. Gegenüberstellung der Durchführung mit logarithmischen (A)
und linearen (B) Abständen zwischen den Messpunkten. Der Koordina-
tenursprung befindet sich für beide Diagramme bei x = 8  10 7 [M] ANS
(Vesikelkonzentration 0,1mg/ml).
201
Anhang
90
120
150
180
210
1E-6 1E-5 1E-4
460
470
480
490
BCP-20
D
ur
ch
m
es
se
r (
nm
) 3.3E-4
 MQ-Wasser
 Acetat-Puffer
 Acetat 50%
 Acetat 25%m
ax
 (n
m
)
A
B
Abb. A.15: Vergleich der DLS-Titrationen (A) und der Fluoreszenz-Titrationen (B)
von Polymersomen in MQ-Wasser und Acetat-Puffern mit ANS (Vesikel-
konzentration 0,1mg/ml).
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A.2 Verkapselung und Freisetzung von Myoglobin
Tab. A.2: Tabellarische Übersicht zu Größe und Größenverteilung der Cargo-Mo-
leküle aus den Verkapselungs-Versuchen.
Substanz Durchmesser*1 Molmasse Mn
*2 Mw
*2 Dispersität*2
(nm) (kg/mol) (kg/mol) (kg/mol) (Mw=Mn)
Myoglobin 4,9 17 [190] 16,3 16,6 1,02
Esterase 9,8 180 [191] 185 362 1,95
PEI-5*3 7,0 15 *4 20,9 23 1,1
PEI-25*3 14,7 35,5 *4 51,7 111 2,18
*1 aus DLS *2 aus AF4 *3modifiziert mit Maltose *4 aus Elementaranalyse
4 5 6 7 8 9
-40
-20
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m
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pH
 PEI-25
 PEI-5
 Polymersome
 Myoglobin
 Esterase
Abb. A.16: Typische Zeta-Potential-Kurven der Polymersome (Standard-BCP), der
PEI-Glycopolymere und der Enzyme Esterase sowie Myoglobin. Die ZP-
Titrationen wurden bei 1mg/ml in MQ-Wasser durchgeführt.
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Abb. A.17: Regressionsgeraden von PEI-5 und PEI-25 bei der Kalibrierung Absorp-
tion (555 nm) gegen Massenkonzentration.
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Abb. A.18: Freisetzungskinetiken von PEI-5 und PEI-25 einschließlich der Blindpro-
ben ohne Polymersome.
Myoglobin
O
OH
+ H2O2 O O
OO
2 + 2 H2O
Abb. A.19: Nachweisreaktion zur Bestimmung der Myoglobinaktivität mit Guaiacol
und Wasserstoffperoxid.
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Abb. A.20: Kalibrierung der Myoglobinaktivität zum Vergleich mit der in situ-Ver-
kapselung. Das Enzym wird gelöst, 4 Tage bei pH 8 gerührt und anschlie-
ßend 90 s UV-bestrahlt, um die Bedingungen während der in situ-Verkap-
selung nachzustellen.
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Abb. A.21: Kalibrierung der Myoglobinaktivität zum Vergleich mit der post-Verkap-
selung. Das Enzym wird gelöst, über Nacht bei pH 5 gerührt und an-
schließend wieder auf pH 8 gebracht, um die Bedingungen während der
in situ-Verkapselung nachzustellen.
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Abb. A.22: Kalibriergeraden zur Bestimmung der freien, nicht eingekapselten Enzy-
me Esterase (A, gemessen bei 275 nm) und Myoglobin (B, gemessen bei
410 nm) mittels AF4.
Abb. A.23: AF4-Untersuchungen von unbeladenen Polymersomen in gequollenen
(pH 5,0) und entquollenem Zustand (pH 7,4): Auftragung der schein-
baren Dichte gegen die Molmasse.
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Abb. A.24: AF4-Untersuchungen von in situ-verkapseltem Myoglobin: Darstellung
des ρ-Faktors (Rg=Rh, A) und der scheinbaren Dichte  app (B).
Abb. A.25: AF4-Untersuchungen von post-verkapseltem Myoglobin: Konformations-
diagram von Rg(A) und Rh(B) mit den Regressionsgeraden zur Ermitt-
lung der Skalingparameter ν.
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Abb. A.26: AF4-Untersuchungen zu Verkapselung von Esterase: Darstellung der ρ-
Faktoren (Rg=Rh) in Abhängigkeit der Molmasse für die post- und die in
situ-Methode.
Abb. A.27: AF4-Untersuchungen von in situ-verkapselter Esterase: Konformations-
diagram von Rg mit den Regressionsgeraden zur Ermittlung der Skaling-
parameter ν.
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Abb. A.28: AF4-Untersuchungen von in situ-verkapselter Esterase: Konformations-
plots von Rh gegen die Molmasse der gesamten Messreihe (A) und Re-
gressionen zur Ermittlung des Konformationsparameter ν (B).
Abb. A.29: CryoTEM-Aufnahmen von post-verkapselter Esterase (Polymersome
0,5mg/ml, Esterase 0,1mg/ml).
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